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AH Ácido hialurónico 
AK Ácido kójico 
AMP Péptido antimicrobiano 
ARE Elementos de respuesta antioxidante 
CB1/2 Receptor cannabinoide tipo 1/2 
CBD Cannabidiol 
CK16 Citoqueratina 16 
CMB  Concentración mínima bactericida 
CMI Concentración mínima inhibitoria 
DA Dermatitis atópica  
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EGCg Epigalocatequina galato 
ERK Quinasa reguladora por señal extracelular 
FAAH Amida hidrolasa de ácidos grasos 
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FDA Agencia de medicamentos y alimentación de los Estados Unidos. 
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HIF-1 Factor 1 inducible por hipoxia 
HMOX1 Hemo oxigenasa-1 






IκB  Inhibidor de κB 
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IKK  Complejo IκB quinasa 
IL  Interleuquina 
JAK  Quinasas Janus 
JNK  Quinasa c-Jun NH2 terminal 
L-DOPA  3,4-dihydroxyphenylalanine 
MAPK  Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MARE  Elementos de respuesta a Maf 
MIFT  Factor de transcripción asociado a microftalmia 
NAC N-acetil cisteína 
NF-κB  Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas 
NMF Factor de hidratación natural 
NQO1 Quinona oxidorreductasa 1 
NRF2  Factor de transcripción nuclear eritroide-2  
PPAR  Receptores activados por proliferadores del peroxixoma 
PSORS1  Gen de susceptibilidad a psoriasis 1 
RLU Unidades relativas de luz 
ROS  Especies reactivas de oxígeno 
SALT  Tejido linfoide asociado a la piel 
SEC  Sistema endocannabinoide 
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SQSTM1  Sequestosome 1 
STAT3  Transductor de señal y activador de la transcripción 3 
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TRP Receptor de potencial transitorio 
TRPV-1 Receptor de potencial transitorio vanilloide clase 1 
TXNRD1 Tiorredoxina reductasa 




Las afecciones dermatológicas como la dermatitis atópica, el acné, trastornos de 
hiperpigmentación o la psoriasis presentan una elevada prevalencia en la sociedad. Para 
los casos más severos se suele recurrir a fármacos cuyo uso prolongado acarrea efectos 
secundarios. Por esta razón, está en auge la búsqueda de tratamientos tópicos basados en 
ingredientes naturales cuyos efectos adversos son mínimos. En este sentido, el principal 
objetivo fue el desarrollo de una plataforma in vitro denominada SimDerma para el 
análisis masivo de ingredientes y sus efectos en dianas moleculares relacionadas con 
patologías de la piel.  
De los ingredientes testados, se encontraron actividades potencialmente 
interesantes en dermatología en el cannabidiol (CBD) y las estrigolactonas. Por un lado, 
el CBD destacó por su potencial antioxidante induciendo la ruta molecular de 
Bach1/Nrf2 y la expresión de genes como SQSTM1/p62 o HMOX1 que participan en la 
respuesta de reducción de estrés oxidativo. Además, el tratamiento con CBD favorece la 
diferenciación y proliferación epidérmica incrementando el grosor de la epidermis. Por 
otro lado, se encontró que tanto el estrigol como su derivado, el compuesto 14, 
inhibieron la formación de especies reactivas de oxígeno y promovieron la inducción de 
Nrf2. Cabe destacar que a diferencia del estrigol, el compuesto 14 presentó actividad 
antiinflamatoria por inhibición de NF-κB y STAT3.  
Para la realización de tratamientos tópicos frente a patología cutáneas, se 
hicieron combinaciones basadas en CBD junto con otros ingredientes naturales. En 
primer lugar, la combinación C-DA tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios, 
agonista de PPARα, inductor de filagrina y antagonista de TRPV-1 lo que la convierte 
en una prometedora opción para paliar la sintomatología de la dermatitis atópica. En 
segundo lugar, la combinación C-AC, podría contrarrestar los efectos originados por el 
acné al mostrar propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, así como inducir la 
expresión de HIF-1α e inhibir la actividad de la enzima hialuronidasa. En último lugar, 
la combinación C-HP es capaz de disminuir la melanogénesis a través de la inhibición 
de la enzima tirosinasa, el incremento de la autofagia y, además, reduce el estrés 






 En conclusión, los datos de los ingredientes naturales obtenidos en SimDerma 
validan el uso de esta herramienta para el desarrollo de combinaciones prometedoras 
como tratamiento tópico frente a alteraciones dermatológicas. 
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ABSTRACT 
Skin diseases as atopic dermatitis, acne, hyperpigmentary disorders or psoriasis 
have a high prevalence in the worldwide. In the most severe cases, the prolonged use of 
drugs produces side effects. For this reason, the search of topical treatments based on 
natural ingredients is increasing due to their minimal adverse effects. In this sense, the 
main objective was an in vitro platform development known as SimDerma for testing 
massive ingredients and their effects on molecular targets related to skin pathologies. 
Of all tested ingredients, CBD and strigolactones showed potentially interesting 
activities in dermatology. On the one hand, CBD has an antioxidant effect by inducing 
the Bach1/Nrf2 molecular pathway and the expression of genes such as SQSTM1/p62 
and HMOX1 which participate in the reduction of oxidative stress response. In addition, 
CBD treatment promotes epidermal differentiation and proliferation, increasing the 
epidermis thickness. On the other hand, strigol and its derivate, compound 14, triggered 
the inhibition of reactive oxygen species formation and Nrf2 induction. It is important 
to note that unlike strigol, compound 14 presented anti-inflammatory activity by NF-κB 
and STAT3 inhibition. 
Combinations based on CBD added to other natural ingredients were created to 
develop topical treatments against cutaneous pathologies. First, C-DA combination has 
antioxidant, anti-inflammatory, PPARα agonism, filaggrin induction, and TRPV-1 
antagonism effects, being a promising option for improving atopic dermatitis 
symptoms. Second, C-AC combination could decrease the effects caused by acne due to 
antioxidant and anti-inflammatory properties, as well as, HIF-1α induction and 
inhibition of hyaluronidase enzyme activity. Finally, C-HP combination is able to 
decrease melanogenesis by tyrosinase enzyme inhibition, autophagy increase, and also 
oxidative stress inhibition, therefore, it could be a treatment of skin areas affected by 
hyperpigmentary disorders. 
In conclusion, the data of the natural ingredients obtained in SimDerma validate 
the use of this tool for the development of promising combinations as topical treatment 






1. Estructura, organización y composición de la piel
El sistema tegumentario es el mayor órgano del cuerpo (15 % del peso corporal) y 
está formado por la piel y los anexos que incluyen: folículos pilosos, uñas y glándulas 
sudoríparas y sebáceas.  
La piel está formada por dos capas: la epidermis, más exterior; y la dermis, más 
gruesa y profunda que se localiza por encima de la hipodermis. La epidermis y la dermis 
colaboran en la creación de una matriz extracelular, permitiendo un sistema de 
comunicación entre ellas. Ambas capas se encuentra separadas por la membrana basal 
que está constituida por colágenos, lamininas y proteoglicanos de heparán sulfato 
formando un entramado. 
1.1 Epidermis 
La epidermis es un epitelio en continua renovación formado mayoritariamente por 
queratinocitos, los cuales sintetizan principalmente queratinas que son un tipo de 
filamento intermedio del citoesqueleto. La morfología del queratinocito no es constante 
a lo largo de su mes de vida, sino que va sufriendo modificaciones progresivas en un 
proceso conocido como queratinización, gracias al cual alcanzan la parte superficial de 
la piel donde mueren y se desprenden en forma de escamas. La epidermis se divide en 
cinco estratos que, desde el más profundo hasta el más superficial, se denominan: 
estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lúcido y estrato córneo (Fig. 1) 
(1). 
El estrato basal o germinativo está formado por una sola capa de queratinocitos 
con forma cúbica y núcleo ovalado. Cabe destacar, que es el único estrato en el que los 
queratinocitos presentan actividad mitótita y a partir de aquí comienza la 
queratinización diferenciándose y migrando hacia capas externas de la epidermis (2). En 
este estrato, junto a los queratinocitos, existen melanocitos y células de Merkel cuyos 
gránulos neurosecretores forman parte de la respuesta neuroendocrina (3).  
El estrato espinoso consta de 8-10 capas de queratinocitos que presentan una 
morfología poliédrica irregular. Recibe la denominación de espinoso debido a la 
presencia de prolongaciones citoplasmáticas con apariencia de pequeñas espinas 
causadas por las uniones desmosómicas entre células colindantes. Entre los 
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queratinocitos de esta capa se localizan las células de Langerhans que son células 
dendríticas presentadoras de antígenos (4). 
A continuación, se encuentra el estrato granuloso constituido por 3-5 capas de 
queratinocitos que contienen en su citoplasma gránulos de queratohialina formados por 
filamentos de queratina y gránulos lamelares formados por glucosil ceramidas, 
hidrolasas y lípidos (4).  
El estrato lúcido sólo se encuentra en las regiones donde la piel es más gruesa 
(palma de las manos y los pies). Está formado por 3-5 capas de queratinocitos  muertos 
que carecen de límites claramente diferenciados. Los queratinocitos aparecen 
embebidos en una sustancia aceitosa originada por la exocitosis de los gránulos 
lamelares. La eleidina es un componente fundamental de este estrato siendo un producto 
de la transformación de la queratohialina que, a su vez, es transformada en queratina en 
el estrato córneo (4). 
El estrato córneo es el más exterior y es donde finaliza el proceso de 
queratinización, ya que los queratinocitos alcanzan su máxima diferenciación 
denominándose corneocitos. Este estrato está formado por 20-30 capas de corneocitos 
caracterizados por ser células muertas anucleadas, sin orgánulos citoplasmáticos, con 
aspecto escamoso y llenas de queratina. Los corneocitos se encuentran en una matriz de 
Figura 1. Principales componentes de la epidermis y los cinco estratos que la constituyen. Modificado de 
Janus y cols. Phosphoinositide 3-Kinase-Dependent Signalling Pathways in Cutaneous Squamous Cell 
Carcinomas. Cancers (Basel), 2017. 
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lípidos dispuestos en una estructura organizada que permite ejercer una acción de 
compactación entre dichas células (5). La membrana celular de estos corneocitos se 
reemplaza por una envoltura proteica de filamentos de queratina unidos covalentemente, 
proporcionando una estructura flexible e insoluble que protege a las células 
subyacentes. Los corneocitos se unen entre ellos por un tipo de desmosomas 
denominado corneodesmosomas los cuales presentan una estructura transmembrana y 
unas proteínas específicas proporcionando mayor fuerza al estrato (6). A lo largo de este 
proceso de queratinización tienen un papel fundamental dos proteínas: la queratina y la 
filagrina (FLG).  
- Queratina: Forma heterodímeros que a su vez se unen formando tetrámeros
denominados protofilamentos. Varios protofilamentos se empaquetan para dar lugar a 
protofibrillas las cuales se enroscan entre ellas en hélice originando el filamento 
intermedio, el cual es el elemento estructural del citoplasma de las células. Los 
filamentos de queratina se extienden desde los desmosomas hasta la membrana nuclear 
dando resiliencia y resistencia. Además, las queratinas también están involucradas en la 
proliferación celular, la migración, la adhesión y procesos inflamatorios (7).   
- Filagrina: Su precursor se denomina profilagrina y su síntesis comienza en los
queratinocitos del estrato granuloso. Cuando este precursor es liberado al citoplasma, es 
modificado mediante reacciones de desfosforilación y proteasas que en presencia de 
calcio causan su degradación y la formación de monómeros de FLG activa. Gracias a su 
carga catiónica, la FLG es capaz de unirse fuertemente a filamentos de queratina 
compactándolos, lo que provoca el aplanamiento de la célula característico del estrato 
córneo (Fig. 2) (8, 9). 
Figura 2. Síntesis de filagrina. Modificado de O´Regan y cols. Filaggrin in atopic dermatitis. J Allergy Clin 




La dermis tiene un grosor de 2-4 mm. Los fibroblastos son las células 
predominantes de la dermis, junto a ellos hay otros tipos celulares como mastocitos, 
linfocitos y macrófagos que están involucrados en la respuesta inmune. Estas células 
están distribuidas en una matriz de colágeno y elastina cuya síntesis es llevada a cabo 
por los fibroblastos.  
- Colágeno: Aunque hay diferentes tipos de colágeno, el de tipo I es el más
abundante en la piel, es codificado por los genes COL1A1 y COL1A2 dando lugar a 
una proteína de 1400 aminoácidos cuya secuencia es rica en glicinas, prolinas e 
hidroxiprolinas. El colágeno se sintetiza formando cadenas que llegan al retículo 
endoplasmático donde sufren reacciones de hidroxilación y glicosilación, uniéndose 
entre ellas y originando triples hélices. Estas se desplazan al aparato de Golgi 
produciéndose reacciones de sulfatación y fosforilación de algunos de sus residuos, 
dando lugar al procolágeno que es liberado al espacio extracelular a través de vesículas 
secretoras. Una vez allí, los extremos son hidrolizados y las triples hélices se ensamblan 
entre ellas formando fibrillas que, a su vez, se unirán dando lugar a las fibras de 
colágeno (10). 
- Elastina: La elastina es la encargada de proporcionar elasticidad a la piel ya que
junto a otras proteínas como las microfibrillas forman las fibras elásticas. La 
tropoelastina es su precursor, y es codificado por el gen ELN que se traduce en una 
secuencia de aminoácidos entre los que abundan la alanina y la lisina. Los polipéptidos 
de tropoelastina se van uniendo por enlaces intermoleculares covalentes llamados 
desmosinas generando polímeros de elastina altamente interconectados (11). 
En la dermis también se encuentran vasos sanguíneos, vasos linfáticos, 
terminaciones nerviosas, folículos pilosos y glándulas sudoríparas y sebáceas (12). 
2. Fisiología de la piel
La piel es la primera barrera de defensa frente a una amplia variedad de 
agresiones externas tales como agentes químicos, microorganismos, deshidratación, 
traumas mecánicos y radiación ultravioleta, desencadenando la activación de diferentes 
mecanismos de protección. Asimismo, la piel ejerce otras funciones que permiten el 
correcto mantenimiento de la homeostasis cutánea y la función de percepción y 
transmisión sensitiva de estímulos. 
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2.1 Barrera física 
Los daños mecánicos que pudieran afectar la integridad de la piel se ven 
contrarrestados debido a la específica organización de las proteínas y células de las 
diferentes capas de la piel. En este contexto, el tejido adiposo subcutáneo junto con la 
dermis absorbe impactos gracias al entramado de las fibras de colágeno y elastina. Por 
su parte, el estrato córneo de la epidermis realiza oposición a daños físicos y mecánicos 
debido a los corneodesmosomas y la estructura de los corneocitos resultante del proceso 
de queratinización (13).  
2.2 Función inmunológica 
2.2.1 Tejido linfoide asociado a la piel (SALT) 
Es una unidad funcional que provee a la piel de un mecanismo de 
inmunovigilancia, estando implicado en los dos tipos de respuesta inmune existente: la 
inmunidad innata, que reacciona frente al patógeno de manera inespecífica y no crea 
una memoria inmunológica, y la inmunidad adaptativa, en la que el patógeno es 
reconocido de manera específica y se enfrenta a él creando una memoria ante posibles 
infecciones futuras. El SALT está compuesto por diferentes tipos celulares como 
queratinocitos, células de Langerhans, melanocitos, linfocitos T, macrófagos y 
mastocitos (14).  
- Queratinocitos: Contribuyen en la respuesta inmunitaria de la piel sintetizando
citoquinas y participando en la presentación de antígenos a células del sistema inmune, 
para lo cual expresan el complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC-I) y de 
clase II (MHC-II), lo que favorece el reclutamiento de dichas células hacia las zonas de 
la piel afectada (15). Los queratinocitos reconocen, a través de receptores de 
reconocimiento de patrones (PPR), patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMP) que son secuencias moleculares de los microorganismos muy relevantes para 
su supervivencia, colonización y/o invasión.  Entre los PPRs destacan los receptores 
tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés “Toll-like receptors”), encargados de activar 
una respuesta predominante de células T productoras de interferón alpha (IFN-α) y beta 
(IFN-β) (16). Además, los queratinocitos pueden sintetizar péptidos antimicrobianos 
(AMP) que son moléculas pequeñas, catiónicas y anfipáticas que rompen la pared 
celular del patógeno causando una mayor producción de citoquinas proinflamatorias y 
el consecuente reclutamiento de células del sistema inmune. Los AMP pueden ser 
sintetizados y almacenados en los gránulos lamelares de manera constitutiva en los 
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queratinocitos de las capas más internas de la epidermis para posteriormente ser 
liberados, o sintetizarse en respuesta a una invasión de patógenos en los queratinocitos 
de las capas más externas de la epidermis (17). 
- Células de Langerhans: Inicialmente, se activan por la presencia de
patógenos incrementando la expresión de MHC-II en superficie. Acto seguido, 
comienzan a migrar desde el estrato espinoso a los nódulos linfáticos locales donde 
presentan antígenos a los linfocitos T. A partir de este momento, las células de 
Langerhans activadas alcanzan su madurez máxima incrementando la expresión de 
citoquinas y modulando la diferenciación de los linfocitos T y B (18).  
- Melanocitos: Son capaces de activar la respuesta inmune innata y adaptativa
en la piel. De hecho, estas células expresan en su superficie MHC-II, moléculas de 
adhesión intercelular (ICAM) y TLR haciéndolas capaces de presentar antígenos y 
favorecer la liberación de citoquinas proinflamatorias con el objetivo de atraer a células 
del sistema inmune (19). Además, los melanocitos pueden eliminar los patógenos a 
través de un mecanismo de defensa local basado en la fagocitosis (20).  
- Linfocitos T: Todos los linfocitos presentes en la piel expresan en su superficie
el antígeno linfocitario cutáneo que les posibilita unirse a las E-selectinas del endotelio 
de los vasos sanguíneos para transportarse al estrato basal de la epidermis, próximas a 
las células de Langerhans o rodeando a capilares y anexos cutáneos de la dermis. La 
población de linfocitos T en la piel es heterogénea encontrándose los siguientes tipos: 
Th1, Th2, Th3, Th9, Th17, Th22, Th25 y T reguladoras (Treg) que sintetizan diferentes 
tipos de citoquinas (21). 
- Macrófagos: Se encuentran en la piel de manera constitutiva, pero aumentan su
número cuando se produce una inflamación al ser atraídos por citoquinas 
proinflamatorias para participar tanto en la respuesta innata como adaptativa del sistema 
inmune. Por un lado, eliminan patógenos mediante fagocitosis formando vesículas 
llamadas fagolisosomas en cuyo interior actúan enzimas y especies reactivas de oxígeno 
(ROS) y, por otro lado, actúan como células presentadoras de antígenos. (22). 
- Mastocitos: Son células localizadas en la dermis y se caracterizan por expresar
receptores IgE en su superficie y tener gránulos que contienen sustancias vasoactivas y 
proinflamatorias tales como serotonina, histamina, factor de activación plaquetaria y 
leucotrienos que son liberadas para hacer frente a infecciones y agentes nocivos (23). 
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2.2.2 Microbiota cutánea 
La microbiota de la piel, cuya función es proteger al organismo de patógenos 
invasores, está constituida por bacterias (las más representativas son: Corynebacteria 
22.8 %, Propionibacteria 23.0 % y Staphylococci 16.8 %), hongos y virus (24). La 
microbiota de la piel se establece durante la etapa postnatal, cuando el sistema inmune 
es inmaduro, permitiendo que se reconozcan a estos microorganismos como propios y 
evitando que el organismo reaccione frente a ellos posteriormente (25). Algunas 
bacterias de la microbiota de la piel como Lactococcus, Streptomyces, o Streptococcus 
producen bacteriocinas que inhiben el crecimiento de especies patógenas competidoras 
por los mismos recursos (26). 
Las bacterias y hongos son más específicos de determinadas regiones según el pH, 
disponibilidad nutricional y humedad, mientras que los virus se distribuyen por todas las 
regiones sin tener una clara especificidad. Por ejemplo, las áreas secas son consideradas 
las de mayor diversidad, mientras que en regiones sebáceas abundan 
Propionobacterium acnes y Malassezia restricta y en las zonas húmedas especies de 
Staphylococcus y Corynebacterium (27). 
2.3 Hidratación cutánea 
El control de la captación de agua ambiental, la composición lipídica y la 
degradación de FLG en la epidermis son indispensables para una correcta hidratación 
cutánea, esencial para el mantenimiento fisiológico de la piel.  
En primer lugar, el agua es fundamental para las reacciones enzimáticas de 
degradación de los corneodesmosomas durante el proceso de descamación. Por lo que, 
cuando hay deshidratación dichas uniones no se rompen, impidiendo la descamación 
natural de la piel, lo que da lugar a una piel de aspecto seco (28).  En segundo lugar, los 
lípidos liberados por los gránulos de queratohialina están unidos covalentemente 
formando la principal barrera de impermeabilidad de la piel, evitando la pérdida de agua 
(29). En tercer lugar, la proteólisis de FLG por proteasas en el estrato córneo tiene como 
resultado la liberación de factores de hidratación natural (NMF). Los NMF son una 
mezcla de moléculas higroscópicas de aminoácidos libres, ácido urocánico y ácido 
pirrolidona carboxílico que aportan humedad y flexibilidad a la piel (Fig. 2). Su 
regulación dependerá de la humedad relativa del ambiente, puesto que cuando es alta se 
producirán menos NMF que en situaciones de escasez de agua (30).  
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2.4 Protección frente a radiación ultravioleta 
La exposición a luz ultravioleta (UV) puede producir inflamación, modificaciones 
en el ADN, hiperqueratinización y producción de ROS provocando la senescencia y 
muerte celular prematura por activación de metaloproteinasas (31). 
Los melanocitos sintetizan un pigmento fotoprotector denominado melanina, 
capaz de absorber entre el 50-75 % de los fotones de la radiación UV y de interaccionar 
y eliminar los radicales libres como el radical hidroxilo, superóxido u oxígeno singlete 
(32). Concretamente, la melanina es sintetizada en los melanosomas, que son unos 
gránulos presentes en los melanocitos del estrato basal de la epidermis. Durante su 
maduración, el melanosoma se desplaza por el citoplasma hacia la membrana celular del 
melanocito y es transferido a través de filopodios a los queratinocitos adyacentes 
cuando la síntesis de la melanina es completada (melanogénesis) (33).  
La enzima tirosinasa tiene un papel clave en la melanogénesis, ya que cataliza la 
hidroxilación de L-tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y su posterior 
oxidación a DOPA-quinona. A partir de la DOPA-quinona se sintetizan dos tipos de 
melanina cuya combinación determina el color de la piel: la eumelanina y la 
feomelanina. La primera se produce en ausencia de cisteínas o glutatión, de manera que 
la DOPA-quinona es transformada a DOPA-cromo, la cual termina transformándose en 
eumelanina. Mientras que, la transformación de la DOPA-quinona en 5-S-
cisteinilDOPA o 5-S-glutationilDOPA por la presencia de cisteínas o glutatión 
respectivamente y su posterior oxidación producirá feomelanina (34). Cabe destacar, 
que la cantidad de feomelanina se mantiene constante entre personas con diferente 
pigmentación de piel, mientras que la eumelanina tiene alta capacidad fotoprotectora 
apareciendo en mayor cantidad en pieles más oscuras (35). 
Otro mecanismo de protección que se activa en la piel por la radiación UV es la 
autofagia, proceso a través del cual se eliminan componentes celulares dañados 
permitiendo el reciclaje del contenido citoplasmático para facilitar la supervivencia 
celular. Para ello, se encapsula los componentes a eliminar en vesículas de doble 
membrana llamadas autofagosomas, que se unen a lisosomas formando autolisosomas 
en cuyo interior ácido hay enzimas hidrolíticas que provocan la degradación de su 
contenido (36). Por un lado, en los melanocitos se activa la autofagia eliminando ROS 
acumuladas por la excesiva radiación solar para evitar la senescencia prematura de la 
célula y también está involucrada en la maduración del melanosoma y su degradación 
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cuando estos están dañados (37). Por otro lado, la autofagia en los queratinocitos 
también interviene en la coloración de la piel de manera independiente de la 
melanogénesis, ya que degrada los melanosomas que se encuentran en el queratinocito 
para evitar su acumulación. Como consecuencia de este proceso se previene de un 
exceso de pigmentación (38). 
2.5 Función sensorial 
 La piel es responsable de la percepción de los estímulos, bien mediante 
estructuras específicas denominadas receptores cutáneos, o bien a través de receptores 
de membrana de las propias células localizadas en la piel. El objetivo de ambas 
estructuras es transformar la información captada en estímulos nerviosos y transferirla 
hacia el sistema nervioso central. 
2.5.1 Receptores cutáneos 
 La distribución y densidad de los receptores cutáneos sensoriales es variable 
siendo las más abundantes en las yemas de los dedos, labios y genitales mientras que 
son más escasos en el dorso y extremidades (39). Los receptores cutáneos envían la 
información de sus respectivos estímulos mediante fibras nerviosas de las neuronas 
sensoriales localizadas en el asta dorsal de la médula espinal a través de cambios en los 
potenciales de acción. Según el estímulo que perciben, los receptores cutáneos se 
clasifican en (Fig. 3):  
- Mecanorreceptores: Son activados por estímulos inocuos para la piel como la
alteración de esta por contacto. Según su estructura se clasifican en terminaciones 
nerviosas libres que llegan hasta la epidermis y detectan el estiramiento (40); los 
corpúsculos de Ruffini, localizados en la dermis y con forma de huso que detectan el 
estiramiento, presión y distorsión de la piel (41); los corpúsculos de Pacini, situados en 
la dermis y formados por capas celulares laminares que les dota de una forma ovalada 
siendo capaces de percibir presiones profundas y vibraciones de alta frecuencia (42); los 
corpúsculos de Meissner, se encuentran en la dermis superior cerca de la epidermis y 
tienen forma elipsoide por el apilamiento de células lamelares e intervienen en la 
detección de cambios en la presión y la vibración de baja frecuencia (41); y los discos 
de Merkel localizados en la epidermis formados por terminaciones nerviosas y células 
de Merkel, están involucrados en el tacto de baja frecuencia (43). 
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- Nociceptores: Son terminaciones nerviosas libres capaces de transducir
estímulos potencialmente dañinos que generan dolor. Cuando se produce la 
sensibilización de los nociceptores, causado por un daño previo de la región, estos se 
quedan activados provocando dos situaciones: la primera es que un estímulo que en 
condiciones normales no debería causar efecto sobre los nociceptores en esta situación 
sí provoque dolor, a este fenómeno se le conoce con el nombre de alodinia; la segunda 
es que se produzca hiperalgesia, que consiste en una disminución del umbral del dolor, 
de tal modo que un estímulo que en condiciones fisiológicas no es nociceptivo provoque 
una activación anticipada de los mismos (44).  
- Quimiorreceptores: Detectan compuestos químicos que ocasionan dolor bien
sea por activación de los nociceptores o por neurotransmisores que aumentan la 
capacidad de otros estímulos a provocar dolor (39). 
- Termorreceptores: Terminaciones nerviosas libres que llegan a la epidermis y
son activadas cuando la temperatura es inferior a 30 ºC o superior a 43 ºC (45). 
2.5.2 Receptores celulares con función sensorial: receptores de potencial 
transitorio 
Las terminaciones nerviosas libres referentes a nocicepción contactan con células 
presentes en la piel como queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, células 
inmunes y sebocitos, todas ellas presentan en su membrana celular los denominados 
receptores o canales de potencial transitorio (TRP) (46). 
 Los receptores TRP están constituidos por seis fragmentos transmembrana (S1 a 
S6) y un bucle hidrofílico que forma un poro por el que permean cationes. Los dominios 
intracelulares amino y carboxilo terminal son las regiones más variables de estos 
Figura 3. Distribución de los mecanorreceptores en la piel. Modificado de Abraira y cols.The sensory neurons 
of touch. Neurons 2013. 
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canales existiendo diferentes familias según su secuencia primaria de aminoácidos: 
TRPC (canónica), TRPV (vanilloide), TRPM (melastatina), TRPA (anquirina), TRPP 
(policistina) y TRPML (mucolipina) (47). Estos canales son activados por estímulos 
físicos, químicos y termales actuando como sensores celulares y provocando cambios 
en el potencial de membrana, el flujo de iones y la actividad enzimática (48).  
En condiciones fisiológicas, los canales TRP están involucrados en la formación 
y mantenimiento de la barrera de la piel, crecimiento celular, diferenciación celular, 
inmunidad cutánea y procesos inflamatorios. Ante estímulos nocivos se va a encargar 
del procesamiento del dolor, picor y sensaciones térmicas, permitiendo al organismo 
detectarlos y actuar frente a ellos (49). Igualmente, la activación de receptores da lugar a 
la secreción de neuropéptidos siendo los más estudiados la sustancia P, el péptido 
relacionado con el gen de la calcitonina, la adrenomedulina, el polipéptido activador de 
la adenilato ciclasa, el neuropéptido Y o la bradiquinina. Tienen un papel relevante en la 
homeostasis del tejido epitelial y la remodelación del tejido cutáneo participando en 
situaciones fisiológicas o patológicas como es la inflamación neurogénica (50).  
2.6 Otras funciones dependientes de receptores celulares implicadas en la 
homeostasis de la piel 
Además de las funciones descritas anteriormente que promueven el 
mantenimiento de la homeostasis de la piel, en esta también participan otros 
componentes entre los que destacan el sistema endocannabinoide (SEC) y los receptores 
activados por proliferadores del peroxisoma (PPAR). 
2.6.1 Sistema endocannabinoide 
 El SEC participa y regula numerosos procesos fisiológicos del organismo y 
engloba a los receptores de cannabinoides acoplados a proteína G, a los cannabinoides 
sintetizados de manera endógena denominados endocannabinoides y a las enzimas que 
sintetizan, transportan y degradan los endocannabinoides. Aunque las funciones mejor 
estudiadas sobre el SEC están relacionadas con el sistema nervioso central e inmune, en 
las últimas dos décadas se ha demostrado su importancia en el mantenimiento de la 
homeostasis de la piel, la formación de barrera epidérmica y la regeneración. Por lo que 




 Tanto los receptores de cannabinoides de tipo 1 (CB1) como los de tipo 2 (CB2). 
se expresan en melanocitos, fibroblastos, células de glándulas sudoríparas y fibras 
nerviosas de la dermis. De forma específica, CB1 se expresa en los queratinocitos del 
estrato espinoso y granuloso, células sebáceas diferenciadas y células epiteliales del 
folículo piloso, mientras que CB2 se expresa en los queratinocitos del estrato basal, 
células sebáceas indiferenciadas y del folículo del piloso (52, 53). 
 Los endocannabinoides como la anandamida y el 2-araquidonilglicerol son 
sintetizados por las enzimas fosfolipasa D y diacilglicerol lipasa, respectivamente, 
mientras que su degradación es llevada a cabo fundamentalmente por la amida hidrolasa 
de ácidos grasos (FAAH) y la mocoacilglicerol lipasa (MAGL), ambos procesos se 
llevan a cabo en queratinocitos, melanocitos y fibroblastos (53). Los endocannabinoides 
son capaces de unirse también a otros receptores como TRPV-1 (un tipo de canal 
TRPV) o PPAR, demostrando que el SEC está íntimamente relacionado con otros 
receptores o sistemas del organismo para desarrollar sus funciones adecuadamente (51).  
 La participación del SEC en la proliferación y diferenciación de queratinocitos 
es relevante, de hecho la activación de CB1 por sus agonistas a bajas dosis previene su 
diferenciación excesiva y regula la expresión de marcadores de la diferenciación (54); 
en cambio, a dosis altas inhibe la proliferación induciendo la apoptosis de queratinocitos 
(55). Los agonistas de los receptores CB1 aceleran la recuperación de la barrera 
epidérmica y la regulación de la expresión de las queratinas parece estar modulada a 
través de la respuesta a cannabinoides (56, 57). Por otro lado, la expresión de CB1 y 
CB2 modula el proceso de cicatrización a través de agonistas de CB2 que atenúan la 
fibrogénesis y migración de los queratinocitos (51). 
 El SEC en la piel regula la inflamación ya que agonistas de CB1 y CB2 
disminuyen la producción de citoquinas proinflamatorias (58).  En los melanocitos bajas 
concentraciones de agonistas de CB1 estimulan la melanogénesis y la actividad 
tirosinasa constitutiva y, por el contrario, son capaces de inhibir la melanogénesis 
inducida por radiación UV (59). Los agonistas de CB2 aumentan la secreción de sebo 
por parte de las glándulas sebáceas pudiendo ser regulado a través de ligandos 
moduladores de CB2 (60). También se ha observado que la ausencia de la sensibilidad 
de estos receptores contribuye al picor, haciendo que antagonistas o agonistas inversos 
de CB1 tengan actividad anti-pruritogénica a nivel periférico (61). 
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2.6.2 Receptores activados por proliferadores del peroxisoma 
Los receptores PPAR pertenecen a la familia de los receptores hormonales 
nucleares y se expresan en queratinocitos, adipocitos o células del sistema inmune. 
Estos receptores son activados por ácidos grasos, metabolitos de ácidos grasos e 
isoprenoides, por lo que se consideran “liposensores” (62). Como se muestra en la 
figura 4, cuando un agonista se une a PPAR, este heterodimeriza con el receptor X 
retinoide y forma un complejo que se transloca al núcleo y se une a regiones del ADN 
denominadas elementos de respuesta a proliferadores de peroxisoma (PPRE), 
conllevando la inducción de genes involucrados en el metabolismo de los lípidos y 
glúcidos y de la diferenciación (63). Además, estudios recientes han demostrado que los 
PPAR regulan funciones celulares importantes en la piel, como inflamación, respuesta 
inmune, proliferación celular, diferenciación celular y apoptosis (63). Hay tres isotipos 
y todos ellos se expresan en la piel: PPARα, PPARβ/δ y PPARγ.  
- PPARα: Está implicado en el desarrollo cutáneo fetal, la maduración de la
barrera epidérmica y la actividad de los sebocitos (64). 
- PPARβ/δ: Regula la diferenciación de los sebocitos, promueve el crecimiento
del folículo piloso y posee efectos pro-diferenciadores en queratinocitos (65). 
- PPARγ: Participa en la diferenciación de las glándulas sebáceas y queratinocitos
(64). 
Figura 4. Vía molecular de los receptores PPAR 
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3. Principales procesos biológicos inducidos en las patologías de la piel
Ante factores externos y/o internos adversos, la homeostasis de la piel puede verse 
alterada, desregulándose rutas de señalización celular que pueden desencadenar la 
aparición de patologías. Aunque hay una gran cantidad de enfermedades en la piel, 
muchos de los procesos biológicos alterados tienen características comunes. Entre ellos 
destacan la inflamación, el estrés oxidativo y la disrupción de la barrera cutánea. 
3.1 Inflamación 
La inflamación de la piel ocurre en una gran diversidad de afecciones 
dermatológicas caracterizándose por la presencia de eritema, vasodilatación, activación 
de mastocitos e infiltración de células inmunes como neutrófilos y macrófagos a la 
región afectada. La penetración de agentes patógenos o citoquinas que se unen a 
receptores de membrana desencadenan vías de señalización que median en la 
inflamación, entre ellas se encuentran: el factor nuclear potenciador de las cadenas 
ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB), las proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPK) y la vía de transducción de señal de la quinasa Janus (JAK) con el 
traductor de señal y activador de la transcripción (STAT). En condiciones fisiológicas 
estas rutas están estrictamente reguladas, no obstante, pueden activarse 
constitutivamente en condiciones patológicas (66) (Fig. 5). 
- NF-κB: Está presente en casi todas las células del organismo regulando la
expresión de genes cuyas proteínas participan en procesos como la respuesta inmune, la 
inflamación, desarrollo, proliferación y supervivencia celular. Este factor de 
transcripción se engloba en la familia constituida por 5 miembros denominados p65 
(RelA), RelB, c-Rel, NF-κB1 y NF-κB2, los cuales pueden formar homo o 
heterodímeros combinándose entre ellos. La activación de NF-κB se da a través de la 
unión de citoquinas proinflamatorias a sus respectivos receptores que activan el 
complejo IκB quinasa (IKK), constituido por dos subunidades catalíticas (IKKα e 
IKKβ) y al menos una subunidad reguladora (IKKγ). El complejo IKK activado 
fosforila a IκB que tras su ubiquitinación se degrada por el proteosoma permitiendo que 
los homo o heterodímeros de NF-κB sean liberados y se transloquen al núcleo. (67).  La 
desregulación de NF-κB causa consecuencias perjudiciales al provocar inflamación 
aguda. De hecho, la regulación de NF-κB frente a múltiples factores inductores de 
estrés, desempeña un papel importante en la fisiología epidérmica. En la piel, NF-κB 
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induce la producción de citoquinas y quimioquinas en queratinocitos, fibroblastos y 
células endoteliales, entre otras, lo que conlleva al reclutamiento de células T en la piel. 
El equilibrio entre las células inmunes y epiteliales es crítico para evitar la inflamación 
crónica y mantener un correcto funcionamiento del sistema inmunitario (68).  
- MAPK: Es una ruta de señalización en la que una cascada de quinasas son
activadas por citoquinas proinflamatorias, factores de crecimiento o estrés genotóxico, 
osmótico, hipóxico u oxidativo. MAPK transmite la señal desde el receptor tirosina 
quinasa hasta la quinasa reguladora por señal extracelular (ERK), p38 o la quinasa c-Jun 
NH2 terminal (JNK) que serán activadas translocándose y activando factores de 
transcripción  (69). Se ha documentado que la radiación UV activa la quinasa p38 en 
células epidérmicas induciendo inflamación local en el área expuesta, además la 
activación de p38 y ERK en queratinocitos se refleja en un aumento de la producción de 
péptidos antimicrobianos (69, 70). Además, la hiperactivación de las MAPK favorece la 
disminución de los niveles de calcio intracelular y la expresión de FLG e involucrina a 
través de p38 y ERK en queratinocito causando defectos en la integridad de la barrera 
epidérmica (71).  
- STAT3: Es un factor de transcripción que pertenece a la familia STAT que
incluye 7 miembros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y STAT6) 
(72). En condiciones fisiológicas STAT3 se encuentra estrictamente regulado y se activa 
Figura 5. Rutas moleculares involucradas en inflamación. A. Vía de activación de NF-κB. B. Activación de 
MAPK. C. Vía STAT3.   
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de forma transitoria por la unión de citoquinas o factores de crecimiento a sus 
receptores, provocando la dimerización y autofosforilación de residuos de tirosina de 
JAK (JAK1 y JAK2) y Src, haciendo que se unan las moléculas inactivas de STAT3. A 
su vez, la unión JAK-STAT3 produce la fosforilación de STAT3 formando dímeros que 
se translocan al núcleo donde se une a elementos de respuesta del ADN regulando la 
transcripción de sus genes dianas (73). La inflamación producida por la activación de 
STAT3 participa en la migración de los queratinocitos, cicatrización de heridas en la 
piel, crecimiento del folículo piloso y resistencia a la apoptosis inducida por la radiación 
UV (74). 
3.2 Estrés oxidativo 
El oxígeno es una molécula esencial en la respiración celular, mediante la cual 
se obtiene energía en forma de ATP a través de la fosforilación oxidativa. Como 
resultado de este proceso se forma ROS que son eliminadas mediante sistemas de 
antioxidantes celulares altamente regulados. En ocasiones este equilibrio puede alterarse 
llevando a la célula a un estado de estrés oxidativo que induce toxicidad. Por tanto, el 
estrés oxidativo puede ser causado por una generación anormal de ROS o por 
deficiencias en los sistemas antioxidantes (75). Los sistemas de defensa frente al estrés 
oxidativo pueden ser enzimáticos mediante la catalasa, quinona oxidorreductasa 
(NQO1) y glutatión peroxidasa, entre otras enzimas, o no enzimáticos como es el caso 
de vitamina C o el α-tocoferol, entre otros (76). La inducción de estas enzimas es 
mediada por el factor de transcripción nuclear eritroide 2 (NRF2). Fisiológicamente, 
NRF2 está presente en concentraciones bajas y está muy regulado ya sea a nivel 
transcripcional o post-transcripcional (Fig. 6) (77). Keap1 es el regulador negativo más 
importante de Nrf2 ubiquitinándolo y degradándolo por el proteosoma. El aumento de 
ROS provoca la separación de Nrf2 de Keap1 permitiendo la estabilización y 
translocación de Nrf2 al núcleo. Keap1 a su vez es regulado por p62/SQSTM1: la 
fosforilación de p62/SQSTM1 provoca la disrupción entre Keap1 y Nrf2, el cual entra 
en el núcleo. Nrf2 en el núcleo se junta con proteínas de la familia Maf formando 
heterodímeros que se unen a elementos de respuesta a Maf (MARE) que incluyen a los 
elementos de respuesta antioxidante (ARE) localizados en los promotores de genes 
dianas de NRF2 antioxidantes y citoprotectores, promoviendo la transcripción de 
catalasa, NAD (P) H deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), glutamato-cisteína ligasa 
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(GCLC), tiorredoxina reductasa (TXNRD1), sequestosome 1 (SQSTM1/p62) y hemo 
oxigenasa-1 (HMOX1) (Fig. 8) (78-81).  
El estrés oxidativo tiene efectos sobre la activación de factores de transcripción 
como AP-1, p53 y NF-κB, activación de la familia MAPK, apertura de canales que 
conlleva la pérdida de calcio intracelular, peroxidación lipídica, modificación de 
proteínas y oxidación del ADN (82-84). Por consiguiente, una desregulación redox 
afecta, entre otros, a la función de barrera cutánea o a la pigmentación (85). En cambio, 
la activación de Nrf2 promueve la reparación de heridas a través de la modulación de la 
inflamación, apoptosis y estrés oxidativo. Además, estudios recientes sugieren un papel 
protector de la activación de Nrf2 y su expresión génica en la supresión del daño 
cutáneo inducido por la radiación UV (85, 86). 
3.3 Disrupción de la barrera cutánea 
 Cuando la barrera epidérmica sufre un daño se hace susceptible a la entrada de 
agentes patógenos. Ante esta situación, se desarrolla un mecanismo de reparación que 
consta de varias fases: una primera etapa inflamatoria, seguida de una etapa de 
reparación en la que se sustituyen las estructuras especializadas y, en último lugar, se da 
un proceso de regeneración mediante el cual las proteínas de la matriz extracelular 
promueven la adhesión celular, la migración y la proliferación (87).  
Figura 6. Ruta molecular de Nrf2 y su regulación. 
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 Existen múltiples factores que pueden provocar un empeoramiento de la 
cicatrización. Hay factores locales como el grado de oxigenación, la infección, agentes 
externos, insuficiencia venosa; o factores sistémicos como la edad y el género, 
hormonas sexuales, estrés, algunos medicamentos, isquemia, nutrición o enfermedades 
como la obesidad, la inmunosupresión, diabetes, etc. (88). En algunos casos, la 
disrupción de la barrera epidérmica conlleva la ruptura de los vasos sanguíneos 
provocando una deficiencia de la aportación de oxígeno en la región afectada creándose 
un ambiente hipóxico. En este contexto, cabe destacar el papel del factor 1 inducible por 
hipoxia (HIF-1) ya que favorece la angiogénesis y la actividad antimicrobiana al 
promover el incremento de la producción de citoquinas proinflamatorias (89). HIF-1 es 
un dímero formado por HIF-1α, regulado por los niveles de oxígeno, y HIF-1β, que se 
expresa constitutivamente. La regulación de HIF-1 ocurre por la rápida degradación 
post-traduccional o la estabilización de la subunidad HIF-1α, debe ser muy controlada, 
ya que su deficiencia puede generar heridas crónicas, mientras que un exceso del mismo 
contribuye a fibrosis y cicatrización excesiva (90, 91).  
4. Principales patologías de la piel
Las enfermedades de la piel se encuentran entre las afecciones de salud más 
comunes, afectando en torno a 900 millones de personas a nivel mundial según la OMS. 
En concordancia con lo anterior, los estudios de la carga global de las enfermedades 
“Global Burden of disease Project” realizados desde el año 1990 a 2016, indican que 
las enfermedades de la piel y tejido subcutáneo ocupan la cuarta posición de 
enfermedades no letales a nivel mundial (92). Entre ellas, destacan la dermatitis, acné 
vulgaris, psoriasis y enfermedades virales y fúngicas (93). A pesar de la baja 
mortalidad, tienen elevadas consecuencias socioeconómicas y una disminución de la 
calidad de vida de los pacientes. 
4.1 Dermatitis atópica 
La dermatitis atópica (DA) es una enfermedad crónica inflamatoria de la piel con 
una prevalencia del 20 % en niños y un 10 % en adultos en países desarrollados (94). 
Esta enfermedad es causada por una reacción cutánea exacerbada a factores 
ambientales. La DA cursa con síntomas en brotes de lesiones eritomatosas con 
exudación, ampollas y costras en las primeras etapas, mientras que posteriormente se 
forman escamas, fisuras y engrosamiento acompañado de un intenso picor e 
Introducción 
45 
incomodidad. Esto repercute en una disminución de la calidad de vida de la persona, ya 
que conduce a la pérdida de sueño, disminución de la autoestima y bajo rendimiento 
(95). Estas lesiones aparecen en las partes internas de los codos y rodillas y la cara, 
aunque en ocasiones puede llegar a cubrir el 90 % de la superficie del cuerpo (96).   
La aproximación terapéutica para la DA va a depender fundamentalmente de la 
gravedad de la enfermedad, existiendo unos criterios según los cuales se asigna un valor 
que permite clasificar el grado en el que se encuentra (97). Según la severidad de la DA 
se aplicarán diferentes tratamientos como se muestra en la figura 7 (98, 99). Cabe 
destacar, que en los grados leves o moderados el objetivo es tratar el prurito, suprimir la 
inflamación y restaurar la función de barrera cutánea, para lo cual se suele utilizar 
tratamientos tópicos como emolientes activos (100, 101) 
Figura 7. Tratamiento recomendado para DA. A. Tratamientos según la severidad de la enfermedad. 
Modificado de Wollenberg J. y cols. Consensus-based European guidelines for treatment of atopic eczema 
(atopic dermatitis) in adults and children: part II. J Eur Acad Dermatol Venereol, 2018. B. Porcentaje de 
pacientes que han utilizado cada tratamiento. Modificado de Chu H. y cols. Clinical Diversity of Atopic 
Dermatitis: A Review of 5,000 Patients at a Single Institute Allergy Asthma Immunol Res, 2017. 
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 La patogénesis en la DA es compleja ya que combina la disfunción de la barrera 
cutánea con alteraciones inmunológicas y otras alteraciones moleculares, pudiéndose 
complicar con infecciones microbianas. 
- Disfunción de la barrera cutánea: Las causas de dicha disfunción son
heterogéneas, implicando alteraciones genéticas y de expresión de proteínas. Muchas 
mutaciones genéticas han sido relacionadas con la DA, sin embargo, destacan las 
mutaciones en el gen de FLG como responsables de la enfermedad, siendo las más 
predominantes la mutación R501X y la 2282del4 que conllevan a la pérdida total de la 
expresión de dicha proteína (102). La expresión de FLG también puede verse reducida 
por una sobreexpresión de citoquinas producidas por las células T que regulan 
negativamente la producción de la misma, lo que justificaría la inflamación como una 
primera fase del desarrollo de la DA (103).  La disminución de FLG conlleva una 
reducción de la producción de NMF provocando cambios en el microbioma y una 
disminución de metabolitos en el estrato córneo que implica variaciones del pH 
ocasionando una degradación de los corneodesmosomas y, por tanto, la entrada de 
Staphylococcus aureus que causa un incremento exacerbado de IgE (104-106). Otra 
posible causa de fallo de la barrera en DA son alteraciones de la expresión de proteínas 
causadas por cambios en el gradiente de calcio, que regula la proliferación y 
diferenciación, o cambios en el pH como por ejemplo las proteasas serinas KLK5 o 
KLK7, las cuales están involucradas en la descamación siendo muy sensibles a estos 
cambios, ya que se ve incrementada su actividad si el pH aumenta (107, 108). 
- Alteraciones inmunológicas: Muchos estudios han enfatizado en la
responsabilidad de las citoquinas producidas por las células Th2 como IL-4 e IL-13 
sobre la DA, aunque también están involucradas las células Th17 y Th22 que producen 
un incremento de IL-17, IL-22, IL-31 e IL-33. Muchas de estas interleuquinas se 
regulan a través de NF-κB y, estas a su vez lo vuelven a inducir generando una 
inflamación crónica (109). Los niveles de IgE en suero se han visto incrementados en 
un 80-85 % en pacientes con DA, la justificación de este hecho pasa por dos causas: la 
primera es que al haber una disrupción de la barrera cutánea entran alérgenos a través de 
la piel a través de la piel que pueden provocar la activación de receptores FcRε en 
mastocitos desencadenando una reacción alérgica; y la segunda, se debe a la interacción 
de la IgE sobre receptores FcRε de células de Langerhans y macrófagos infiltrados en la 
piel lesionada, provocando la liberación de IL-1, TNF-α y factor activador plaquetario 
que son potentes desencadenantes de la inflamación (110).  
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- Otras alteraciones moleculares: El estrés oxidativo es otro factor patogénico
de la DA y se debe al contacto de la piel con agentes irritantes, la activación de 
monocitos por la infección de S. aureus y la propia infiltración de células del sistema 
inmune en la zona afectada (111). A esto se suma una disminución de la capacidad 
antioxidante por una mayor peroxidación lipídica y una disminución de las vitaminas 
antioxidante A, C y E (112).  
 En la DA se observa una disminución de la expresión de PPARα y un 
incremento de PPARγ en queratinocitos y células inmunes (113). En este sentido, se ha 
demostrado que la deficiencia de PPARα favorece la inflamación producida por NF-κB, 
ya que no es capaz de inhibirlo, ocasionado problemas de queratinización (114).  
Dado que el prurito es uno de los síntomas que desencadena mayores molestias en 
las personas con DA, este se ha relacionado con la sobrexpresión de TRPV-1 en las 
áreas afectadas (115). TRPV-1 es un subtipo de los canales TRP vanilloide que se activa 
por calor, pH bajo, capsaicina y mediadores inflamatorios endógenos (46). El picor 
histaminérgico de la DA se debe a un aumento de IgE en las regiones afectadas que 
induce la producción de histamina cuyo receptor está relacionado con la activación de 
TRPV-1 a través de la fosfolipasa A2 (116). En este sentido, hay estudios que 
demuestran que un bloqueo de estos canales reducen el picor y favorecen la 
recuperación de los daños en la barrera epidérmica (117). 
4.2 Acné 
El acné es una patología inflamatoria crónica de la piel en la que están 
involucrados los folículos y tallos pilosos, así como las glándulas sebáceas (118). El 
acné tiene una prevalencia que oscila en torno al 95 % en adolescentes mientras que en 
adultos es sensiblemente menor. Su mayor repercusión es la aparición de problemas 
psicológicos y sociales en la vida de las personas que lo padecen (119).  
La fisiopatología del acné se caracteriza por hiperseborrea, queratinización 
anormal, infección cutánea, inflamación y disfunción de la inmunidad. El conjunto de 
estos procesos provoca la formación del comedón, que es la lesión producida por la 
obstrucción del poro o folículo piloso de la piel, donde no se dará la descamación 
natural de las células muertas provocándose una hiperqueratinización que aumenta el 
grosor del estrato córneo de la epidermis ((120 54).  
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El sebo es sintetizado en las glándulas sebáceas y está compuesto por una mezcla 
de lípidos no polares, entre los que destaca el escualeno (constituye el 15 % del 
contenido del sebo) (121). Hay una relación directa entre los niveles de sebo y la 
aparición de brotes de acné, siendo más pronunciada en hombres. Además, hay una 
relación entre la composición del sebo y las personas que presentan acné en 
comparación con aquellas que no lo presentan (122). Asimismo, el desequilibrio de la 
relación entre oxidantes/antioxidantes de los lípidos de la superficie de la piel está 
íntimamente relacionado con esta patología (123). Cabe destacar, que en la superficie de 
la piel el oxígeno y los microorganismos causan la lipolisis de triglicéridos en ácidos 
grasos y la formación de peróxidos lipídicos los cuales favorecen la formación del 
comedón y por tanto un aumento del estrés oxidativo y la inflamación (124). 
Todos estos procesos que se producen en el área afectada promueven la entrada de 
bacterias como Propionibacterium acnes, un organismo que forma parte de la 
microbiota de la piel y que predomina en la región facial (24). En pacientes con acné, P. 
acnes provoca un aumento de la producción de IL-1α a través de NF-κB, TNF-α y el 
factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos en los queratinocitos, 
atrayendo a células inmunes alrededor de los comedones y activándose los TLR que 
favorecen la síntesis de péptidos antimicrobianos a través de inducción de HIF-1α (125, 
126). Adicionalmente, P. acnes presenta una alta actividad de la enzima hialuronidasa 
que degrada el ácido hialurónico de la matriz extracelular, alterando la estructura y 
aumentando la deshidratación de la piel (127). 
Existen diferentes fases en la formación de la lesión por acné: inicialmente, el 
folículo piloso se obtura formando un comedón de cabeza blanca por entrada de P. 
acnés y, posteriormente, la región en contacto con el exterior se oxida formando un 
comedón de cabeza negra. La presencia de P. acnes junto con la acumulación de ROS 
favorece el reclutamiento de células del sistema inmune causando una inflamación 
denominada pápula. Finalmente, se origina una respuesta inmune que incrementa la 
inflamación del folículo piloso formándose la pústula la cual se engrosa dando lugar al 
nódulo o quiste (Fig. 8).   
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Para aplicar el tratamiento más adecuado frente al acné, se recurre a la Escala 
Integral de la Gravedad del Acné (CASS del inglés Comprehensive Acne Severity Scale) 
descrita en 2007 (Tabla 1) (128). En los casos más leves, se comienza con el tratamiento 
tópico de retinoides, ácido azelaico, ácido salicílico y/o peróxido de benzoilo mientras 
que en presencia de inflamación, se puede emplear agentes antiinflamatorios y 
antibióticos. Sin embargo, en acné moderado, severo o muy severo se recurre a 
tratamientos de uso sistémico basados en isotretinoína, antibióticos orales y/o agentes 
hormonales (129). Además, existe un extendido, refutado y amplio conocimiento acerca 
de medicina alternativa complementaria basada fundamentalmente en la aplicación 
tópica de extractos de plantas, aceites esenciales, vitaminas y minerales, entre otros 
(130). Los productos más utilizados en esta categoría para esta patología son vitamina 
C, aceite del árbol del té, niacinamida, extracto de té verde, resveratrol, ácido salicílico 
y alfa-hidroxiácidos (131). Aunque generalmente son usados en los grados más leves, 
también se emplean de manera complementaria en los casos más severos para paliar 
síntomas y reducir efectos secundarios (129). 
Grado Descripción 
Muy severo Acné altamente inflamado, con quistes por toda el área afectada 
Severo Toda el área con comedones, numerosas pústulas y pápulas y algunos quistes 
Moderado Bastante área afectada con numerosos comedones, pápulas y pústulas 
Medio Lesiones fácilmente detectables con comedones, pápulas y pústulas 
Leve Algunos comedones dispersos, pequeñas pápulas y muy pocas pústulas 
Muy leve Lesiones apenas perceptibles, muy pocos comedones y pápulas dispersas 
Figura 8. Fases de la lesión del acné. A. Folículo piloso normal. B. Comedón de cabeza blanca. C. Comedón de 
cabeza negra. D. Pápula. E. Pústula. F. Nódulo o quiste. Modificado de Tuchayi, S. y cols. Acne vulgaris. Nat 
Rev Dis Primers, 2015. 
A B C E D F 
Tabla 1. Grados de severidad del acné. Modificado de Oon, H. y cols. Acne Management Guidelines by the 
Dermatological Society of Singapore. J Clin Aesthet Dermatol, 2019. 
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4.3 Trastornos pigmentarios de la piel 
Los trastornos pigmentarios son frecuentes y agrupan numerosas enfermedades de 
causas y pronósticos muy diferentes. Se originan por la variación cuantitativa o 
cualitativa de la melanina, por su distribución, o bien por el engrosamiento de la 
epidermis. Se clasifican según su afección en hiperpigmentación, hipopigmentación o 
coloraciones anómalas de la piel. A continuación, se describen dos ejemplos de 
trastorno hiperpigmentario.  
- Melasma: Es una patología hiperpigmentaria adquirida que puede ser transitoria
o permanente. Se conoce también como cloasma o “máscara del embarazo” ya que 25
% de los casos ocurre en embarazadas, dándose en un 15-50 % de ellas (132). Esta
enfermedad presenta una etiología multifactorial apareciendo por una exposición
excesiva a radiación UV, factores hormonales asociados al embarazo, consumo de
anticonceptivos orales, predisposición genética y étnica y/o el uso de cosméticos (133).
Entre los factores hormonales destaca el incremento de los receptores de 
progesterona y estrógenos en las lesiones de melasma. Aunque no se ha logrado 
relacionar la progesterona con el aumento en la síntesis de melanina, los estrógenos sí 
están altamente relacionados con la melanogénesis. Concretamente, estos son 
activadores de la vía AMPc-PKA promoviendo la transcripción de genes, entre los que 
destaca el factor de transcripción asociado con microftalmia (MIFT) que regula la 
expresión de la enzima tirosinasa (134, 135).  
El tratamiento del melasma fundamentalmente se basa en la aplicación de 
productos de uso tópico, aunque en los casos más graves es necesario recurrir a 
tratamientos sistémicos (136). El compuesto tópico más utilizado es la hidroquinona la 
cual se emplea sola o en combinación con tretioína y/o corticosteroides. No obstante, 
debido a que la hidroquinona tiene importantes efectos secundarios, está en auge la 
búsqueda de productos naturales con efecto despigmentante como el ácido kójico, la 
vitamina C, soja, regaliz, arbutina, mequinol, niacinamida, glucosamina, aloesina, 
hesperidina, ácido azelaico, umbeliferona, semilla de uva, extracto de camomila y ácido 
tranexámico, entre otros (137). Los tratamientos sistémicos más frecuentes son la 
vitamina C, α-tocoferol, hidrocumarinas, ácido tióctico y ácido tranexámico. En 
ocasiones, también se recurre a terapias con láser y exfoliaciones químicas, aunque hay 
bastante controversia con respecto al uso de estas prácticas (136). 
Introducción 
51 
- Lentigo: Son máculas hiperpigmentadas cuyos hallazgos histológicos incluyen
hiperplasia de la epidermis y aumento de la pigmentación de la capa basal como 
consecuencia de un aumento de la actividad de los melanocitos epidérmicos. Según su 
aparición y desarrollo se clasifican en: lentigo simple, consiste en máculas pigmentadas 
marrón oscuro-negra, bien delimitada y con menos de 1 cm de diámetro que suelen 
aparecer en la infancia, sin predisposición previa, en las zonas expuestas a la radiación 
UV como consecuencia de un incremento de la actividad tirosinasa (138); lentigo solar, 
caracterizado por máculas marrón oscuro, homogéneas e irregulares de hasta 1 cm de 
diámetro que se observan tras la exposición a las radiaciones UV en zonas expuestas 
como cara, cuero cabelludo, dorso de las manos, escote y parte superior de la espalda, 
estas son de carácter irreversible debido al daño que la radiación UV ejerce sobre el 
ADN  (139); lentigo senil, se caracteriza por la aparición de manchas asociadas a la 
edad causadas por la acumulación de fibroblastos senescentes, los cuales alteran la 
diferenciación de los melanocitos por las interacciones estromales-epiteliales (140); y, 
finalmente, el lentigo maligno que constituye el 5 % de los melanomas y del cual no se 
observa una predisposición genética a su desarrollo (141). 
Como tratamiento del lentigo, es muy frecuente el uso de terapias físicas como la 
fototerapia o la crioterapia, pero tiene elevados efectos secundarios (142). También, la 
aplicación de productos tópicos puede ser una buena opción para tratar en combinación 
con las terapias físicas o como terapia de mantenimiento del lentigo solar (143). Por esta 
razón, existe un gran desarrollo de ingredientes activos hipopigmentantes y 
antioxidantes para contrarrestar los efectos del lentigo solar y senil (144). 
5. Ingredientes naturales
Las sustancias de origen natural suelen tener menos efectos secundarios que los 
productos sintéticos, el hallazgo de nuevos ingredientes naturales con propiedades 
antioxidantes, de inhibición de la pigmentación, antiinflamatorias y antimicrobianas los 
hace beneficiosos para la atenuación y prevención de diversas afecciones de la piel. En 
los últimos años, se ha originado un resurgimiento de la búsqueda y estudio de 
compuestos de origen natural como tratamiento para enfermedades de diversa índole. 
(145). Esto ha desarrollado la necesidad de nuevas regulaciones y conceptos para 
referirse a ellos, destacando los productos OTC (del inglés over-the-counter) o los 
cosmecéuticos cuyo uso está en auge. 
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La FDA (Agencia de medicamentos y alimentación de los Estados Unidos) define 
los OTC como “medicamentos seguros y efectivos para el uso del público en general sin 
buscar tratamiento por parte de un profesional de la salud” se caracterizan por su 
efectividad, sus escasos efectos secundarios, bajo coste y alta disponibilidad. Los OTC 
de uso tópico se clasifican según su acción en analgésicos, antibióticos, antimicóticos, 
antipruritogénicos, astringentes y otros. Basándose en datos obtenidos del National 
Ambulatory Medical Care Survey entre 1995-2000, se recoge que en un estudio 
realizado en Estados Unidos el 53.8 % de los OTC son recomendados por 
dermatólogos, siendo la primera línea de tratamiento para muchas condiciones 
dermatológicas (146). En el ámbito económico, algunos estudios han estimado que los 
OTC de uso tópico supusieron 2.6 mil millones de dólares en el mercado, alcanzando el 
9 % del gasto total asociado a desórdenes dermatológicos (147).  
En Europa se refiere con el término cosmecéuticos a los productos no 
farmacéuticos que tiene una acción terapéutica capaz de aliviar a la piel con un efecto 
duradero. Los cosmecéuticos tienen una gran relevancia en las afecciones 
dermatológicas, alcanzando entre el 30 al 40 % de los productos recomendados por 
dermatólogos (148). En la actualidad, este término no es reconocido por la FDA, por lo 
que en Estados Unidos estos productos se encuentran englobados dentro del término de 
OTC (149). Los cosmecéuticos se caracterizan por ser combinaciones basadas en 
ingredientes activos de origen natural los cuales deben someterse a una serie de análisis 
y pruebas que demuestren su seguridad para el uso en humanos (150).  
5.1 Cannabidiol 
El cannabidiol (CBD) es un fitocannabinoide no psicotrópico aislado 
fundamentalmente de diferentes variedades de la planta Cannabis sativa. En Asia 
central y oriental surgió el cultivo de cannabis cuyo uso para diferentes dolencias fue 
muy popular, hasta que en el s. XX se consideró una droga. En la actualidad, aunque el 
uso médico del cannabis está siendo legalizado en algunos países, es el CBD extraído 
del cannabis el que está teniendo más auge e interés para un uso terapéutico (151). 
Multitud de estudios han puesto de manifiesto las actividades farmacológicas del 
CBD, mostrando su acción antiinflamatoria, antioxidante, antiapoptótica, 
neuroprotectora, antiepiléptica, para la mejora de la hipoxia-isquemia en neonatos, 
como ansiolítico, antipsicótico, analgésico y antitumoral (152). Por ello, el CBD se ha 
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convertido en un tratamiento prometedor frente a numerosas patologías que van desde 
enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas, trastornos autoinmunes como la 
esclerosis múltiple, artritis, esquizofrenia y cáncer (153-156). Cabe destacar, que en 
pacientes con DA, psoriasis, acné o infecciones cutáneas se ha observado una mejoría 
cuando se les aplicó topicamente CBD, avalando su uso en patologías de la piel (157).  
El CBD ejerce sus efectos a través de la interacción con diversos receptores, de 
hecho, se une con baja afinidad a los receptores CB1 y CB2, y actúa como agonista 
alostérico negativo de CB1 (158). Por otra parte, el CBD se comporta como agonista 
para receptores acoplados a proteína G como GPR55 y GPR18 (ampliamente 
distribuidos) o GRP3, GPR6 y GPR12 (más específicos de cerebro y sistema 
reproductivo), receptor serotoninérgico y de TRPV-1 (159-162).  
El incremento uso del CBD en investigación llevó a establecer los permisos por 
parte de la Unión Europea basados en el reglamento No 1223/2009, en el que se hace 
referencia a sustancias prohibidas para el uso tópico recogidas en la Convención Única 
sobre Estupefacientes (Nueva York, 1961), donde se expone que, el cannabis entendido 
como “las sumidades, floridas, con fruto de la planta del cannabis a excepción de las 
semillas y las hojas no unidas a las sumidades” estaba prohibido.  Por tanto, se deduce 
desde la perspectiva de la legislación europea, que el CBD puede ser utilizado de 
manera tópica siempre que se obtenga de semillas y hojas que no estén acompañadas de 
las partes fructíferas de la planta. 
5.2 Estrigolactonas 
Las estrigolactonas (SL) son unas fitohormonas involucradas en la conformación 
estructural de los brotes y raíces y en las respuestas de la planta al estrés ambiental. Las 
SL se aislaron originalmente de los exudados de las raíces de las plantas de la familia 
Orobanchaceae, que incluyen los géneros Striga, Orobanche, Phelipanche y Alectra 
(163). El primer miembro de esta familia que se aisló fue el estrigol y, actualmente, hay 
más de 15 análogos estudiados. Todos estos análogos comparten la característica de 
tener lactonas terpenoides derivadas de los carotenos, es decir, 15 carbonos que se 
organizan en una estructura tricíclica unida a un anillo butanoico D por un enlace enol 
entre el oxígeno y el grupo metil (164).  
Las SL sintéticas y naturales han sido ampliamente investigadas para su uso en 
agricultura, pero existen escasos estudios sobre sus efectos terapéuticos en el ser 
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humano. Entre ellos, destacan los resultados en los que se observó que favorecen la 
apoptosis e inhiben la reparación de ADN en células cancerígenas (165-168). Además, 
las SL también mejoran la captación de glucosa por parte del músculo esquelético, 
atenúan la adipogénesis por inhibición de PPARγ y controlan la inflamación por 







Los trastornos dermatológicos engloban a un amplio número de patologías cuya 
sintomatología es consecuencia de alteraciones en rutas moleculares. Actualmente, se 
está recurriendo a la aplicación de tratamientos basados en ingredientes naturales que se 
pueden usar en combinación con los medicamentos clásicos para mejorar los síntomas 
de la patología reduciendo los efectos secundarios. Debido a esto, hay un creciente 
interés en el estudio de los efectos biológicos de estos ingredientes sobre la piel. 
En este contexto, los objetivos fundamentales que se abordan en esta tesis son los 
siguientes: 
1. Creación y desarrollo de la plataforma SimDerma para el cribado de
ingredientes naturales en rutas moleculares de interés dermatológico.
2. Identificación del mecanismo de acción del CBD sobre la ruta de señalización
Bach1/Nrf2 y sus consecuencias funcionales en queratinocitos.
3. Desarrollo de combinaciones basadas en CBD y otros ingredientes bioactivos
para el tratamiento de dermatitis atópica, acné y trastornos hiperpigmentarios.
4. Identificación de los efectos del estrigol y sus derivados en rutas moleculares
afectadas en patologías de la piel.

III. Materiales y Métodos
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Tabla 2. Líneas celulares utilizadas en los ensayos experimentales. * corresponde a líneas celulares creadas de 
manera estable en el laboratorio. 
1. Líneas celulares
 Las mayoría de las líneas celulares fueron adquiridas en la American Type 
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), con excepción de las células 
HaCaT obtenidas de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA), los 
queratinocitos epidérmicos humanos primarios (HEK) procedentes de Innoprot 
(Bizkaia, España), los melanocitos de ratón (B16) de Merck KGaA (Darmstadt, 
Alemania) y las células estables 293T-CB2-CRE-Luc que fueron adquiridas de 
Kerafast (Boston, MA, USA). Todas las líneas celulares se cultivaron con sus medios 
de cultivo correspondientes a 37 ºC, en una atmósfera humidificada con un 5 % de 
CO2, con controles rutinarios para asegurar que estuvieran libres de micoplasma y 
contaminación cruzada (Tabla 2).
A partir de algunas de ellas, se desarrollaron en el laboratorio líneas celulares 
estables. Para ello, se incorporó ADN plasmídico con la secuencia de interés y otro con 
la secuencia que permite la resistencia a un antibiótico, generalmente puromicina. A 
continuación, se sembró 2x105 células en placas de 6 pocillos con 5 ml del medio de 
cultivo correspondiente. Transcurridas 24 h, las células fueron transfectadas añadiendo 
una mezcla de 10 µl de polietilenimina lineal (PEI) (Polysciences, Warrington, PA, 
USA) con 2 µg del plásmido de interés y 0.2 µg del plásmido que genera resistencia a 
puromicina en medio de cultivo sin antibiótico, incubándose durante 5 h. Después se 
aspiró el medio y se añadió medio de cultivo completo. Tras 48 h, se cambió el medio 
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por medio con 2 µl/ml de puromicina (Merck KGaA). Esto provocó la selección de 
aquellas células que tuvieran inserto el plásmido de resistencia a puromicina que, al 
estar en un ratio mucho menor, se asume que por probabilidad las células deberían 
haber incorporado también el otro plásmido de interés. No obstante, posteriormente, se 
seleccionaron aquella agrupación de células que respondieron ante el estímulo 
específico para cada ruta molecular y el resto de las células se desecharon.   
Todos las líneas celulares estables se crearon siguiendo las pautas anteriores, con 
excepción de las NIH3T3-NucLight-Red y HaCaT-NucLight-Red que fueron creadas a 
partir de NIH3T3 y HaCaT, respectivamente, mediante el kit comercial de lentivirus 
NucLightRed de IncuCyte (Essen Bioscience; Hertfordshire, GB). En este caso, se 
incorporó mediante infección a través de lentivirus de ADN que portaban información 
para la proteína nuclear mKate2 fluorescente roja y el plásmido para la resistencia a 
puromicina que sirvió para seleccionar las células. 
2. Transfección transitoria
Para los experimentos de agonismo de PPARγ/α, así como para los modelos de 
sobreexpresión de IKKα e IKKβ se utilizó la línea celular 293T. En todos los casos las 
células fueron transfectadas utilizando el agente de transfección PEI. Por un lado, para 
la sobreexpresión de PPARγ/α se aplicó una mezcla de 1.5 µl de PEI con 0.2 µg del 
plásmido de PPARγ o PPARα, según corresponda, y 0.8 µg del plásmido Gal4-Luc. Por 
otro lado, para la sobreexpresión de IKKα/β se aplicó una mezcla de 2.5 µl PEI con 
0.001 µg del plásmido KBF-Luc y 0.001 µg de plásmido IKKα o IKKβ. Para todos los 
casos, las células fueron incubadas con estas mezclas durante 5 h en condiciones 
óptimas 37 ºC y 5 % CO2 después, se retiró el medio y se cambió por medio de cultivo 
completo.  
3. Determinación de la actividad transcripcional por luminiscencia
Para analizar la actividad transcripcional por luminiscencia, las células deben 
presentar insertado un plásmido con el gen que codifica para la enzima luciferasa. Las 
células se trataron de manera indicada (Tabla 3) y se lisaron con el buffer de lisis (Tris-
fosfato 25 mM pH 7.8, MgCl2 8 mM, DTT 1 mM, Triton X-100 al 1% y glicerol al 7%) 
durante 15 min en agitación. Por último, la placa fue introducida en el lector de 
microplaca Berthold LB942 Tristar 2 (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, 
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Tabla 3. Especificaciones para cada ensayo de medición de la actividad transcripcional mediante luciferasa. Tipo celular empleado para cada ensayo, ya sea establemente transfectado o 
de transfección transitoria; diana molecular; densidad celular de siembra para cada experimento (células/pocillo); si se requiere preincubación con los ingredientes a testar para luego añadir el 
estímulo inductor de la actividad; horas de incubación del experimento; volumen del buffer de lisis utilizado (µl/pocillo); volumen de luciferina inyectada (µl/pocillo); tipo de placa (P96: 96 
pocillos o P24: 24 pocillos). 
Línea celular Diana molecular Densidad celular 
Preincubación 




lisis Luciferina Placa 




50 μl 25 μl P96 
HaCaT-KBF-Luc Inhibición de NF-κB 2 x 104 Sí 
Raw264.7-STAT3-Luc Inhibición de STAT3 5 x 104 Sí LPS 1 μg/ml (Merck KGaA)
HaCaT-ARE-Luc Inducción de Nrf2 2 x 104 No TBHQ 20 μM (Merck KGaA) 
293T-CB1-CRE-Luc Agonismo de CB1 5 x 104 No WIN55-212.2 1 μM (Enzo Life 
Technologies, Farmingdale, NY, 
USA)293T-CB1-CRE-Luc Antagonismo de CB1 5 x 104 Sí 
293T-CB2-CRE-Luc Agonismo de CB2 5 x 104 Sí WIN55-212.2 1 μM y FSK 10 μM (Merck KGaA) 
HaCaT-EPO-Luc Inducción de HIF-1α 2 x 104 No 
DFX 150 μM 
(Merck KGaA) 
HaCaT-EPO-Luc Inhibición de HIF-1α 2 x 104 Sí 
NIH3T3-EPO-Luc Inducción de HIF-1α 1 x 104 No 
NIH3T3-EPO-Luc Inhibición de HIF-1α 1 x 104 Sí 
NIH3T3-COL1A2-Luc Inducción de COL1A2 1 x 104 No TGF-β1 10 ng/ml (Inmunotools)  24 h 
HaCaT-FLG-Luc Inducción de FLG 15 x 104 No CaCl2 1.2 mM (Merck KGaA) 72 h 
100 μl 50 μl P24 
293T Agonismo de PPARγ 1 x 105 No Rosiglitazone 1 μM (Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, USA) 
6 h 
293T Agonismo de PPARα 1 x 105 No WY1463 5 μM (Tocris; Bristol, GB) 
293T Actividad de IKKα 5 x 104 No - 
293T Actividad de IKKβ 5 x 104 No -
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Alemania) el cual inyecta la luciferina (Promega, Madison, WI, USA), reaccionando 
con la luciferasa presente en el lisado celular y generando luminiscencia cuya actividad 
fue medida en unidades relativas de luz (RLU). 
4. Evaluación de la citotoxicidad y la proliferación
Las células NIH3T3-NucLight-Red y HaCaT-NucLight-Red fueron sembradas a 
una densidad de 5x103 en placa de 96 pocillos (P96) e incubadas toda la noche. Para el 
caso de citotoxicidad, las células fueron estimuladas con los ingredientes a testar, 
mientras que en la proliferación las células se estimularon con los ingredientes en medio 
sin suero, empleando el FBS al 10 % como control positivo de proliferación. En ambos 
casos, se evaluó la fluorescencia emitida por la proteína nuclear mKate2 a las 24 y 48 h 
de incubación a través del sistema de imagen IncuCyte FLT del IncuCyte ZOOM 
(Essen Bioscience; Hertfordshire, GB). Los datos obtenidos fueron expresados en 
porcentaje de viabilidad. 
Para evaluar la toxicidad de los ingredientes en las células B16, se sembraron 
5x103 células/pocillo en placa P96 y se estimularon al día siguiente con los ingredientes 
a las concentraciones correspondientes en medio con YOYO-1 (Thermo Fisher 
Scientific). El YOYO-1 es un reactivo fluorescente que se diluye en medio a 0.1 µM y 
es capaz de permear dentro de las células cuando la membrana plasmática se encuentra 
dañada. Esto provoca la tinción del ADN y, por lo tanto, la emisión de fluorescencia. 
Después de 72 h, se añadió 0.0625 % de Tritón X-100 sobre los pocillos control para 
permeabilizar la célula y obtener la mayor tinción de ADN por YOYO-1, permitiendo 
normalizar los resultados de fluorescencia obtenidos con el sistema de imagen IncuCyte 
FLT del IncuCyte ZOOM y expresarlos como porcentaje de viabilidad. 
5. Ensayo de cicatrización de la herida
Las células HaCaT y NIH3T3 se sembraron a 25x103 células por pocillo en 
placas P96 específicas para este ensayo denominadas ImageLock (Essen Bioscience) 
incubándose toda la noche para permitir su adherencia a la placa. A continuación, 
cuando en el pocillo alcanzó una confluencia celular en torno al 90%, se realizó la 
herida en la zona central del pocillo a través del dispositivo Wound Maker (Essen 
Bioscience). Durante las 48 h posteriores, se fue monitorizando el cierre de la herida 
tomándose imágenes cada 3 h empleando el sistema de imagen de migración y 
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cicatrización celular de IncuCyte ZOOM. La cuantificación se evaluó como porcentaje 
de confluencia de la herida. 
6. Medida de los niveles de ROS 
 Se emplearon las células HaCaT a una densidad de 15x103 células por pocillo en 
placas P96, al día siguiente se pre-incubaron 20 min con los ingredientes de interés y 
como control positivo de antioxidación con N-acetil cisteína 15 mM (NAC). A 
continuación, se añadió el tert-butil-hidroperóxido (TBHP) 400 µM, el cual es un 
inductor de la producción de ROS, incubándose durante 3 h en condiciones de 
oscuridad, 37 ºC y 5 % de CO2. Posteriormente, se retiró el medio y se añadió 100 µl 
por pocillo de la sonda diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) a 1 µM, 
incubándose 20 min a 37 ºC en oscuridad. Esta sonda se utiliza como indicador de ROS 
debido a que, tras la disociación de los grupos de acetato por parte de las esterasas 
intracelulares y su oxidación, se transforma en 2,7-diclorodihidro fluoresceina el cual es 
altamente fluorescente. Acto seguido, se realizó un lavado con PBS y se procedió a la 
medición de la fluorescencia captada con el sistema de imagen IncuCyte FLT del 
IncuCyte ZOOM, siendo expresada como porcentaje de producción de ROS. 
7. Ensayo de autofagia 
 La medición de la actividad autofágica se llevó a cabo en las células HaCaT, las 
cuales se sembraron a una densidad de 75x103 células/pocillo en placas negras P96. Al 
siguiente día, el medio fue retirado y se estimuló con los ingredientes a las dosis 
indicadas en medio de cultivo de sales equilibradas de Earle (Merck KGaA) durante 48 
h. Como control de inducción de la autofagia se utilizó Verapamil 10 µM. A 
continuación, se empleó el kit de detección de autofagia CYTO ID (Enzo Life 
Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. La captación de fluorescencia 
emitida por la sonda se llevó a cabo mediante el sistema de imagen IncuCyte FLT del 
IncuCyte ZOOM, cuantificándose y siendo expresada como porcentaje de autofagia. 
8. Ensayo de agonismo y antagonismo del receptor vanilloide 1 (TVR-1) 
 Las células 293T-VR1 fueron cultivadas a una densidad de 2x104 células/pocillo 
en placa P96. Al día siguiente, las células fueron estimuladas con las dosis e 
ingredientes deseados o 10 µM de Capsacepina, un antagonista de los canales TRPV-1, 
en medio con YOYO-1. Para el antagonismo, se esperó 20 min y se añadió Capsaicina 
(agonista de TRPV-1) a 1 µM en todos los pocillos. Después de 3 h de incubación, se 
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añadió 0.0625 % de Tritón X-100 para normalizar los resultados de fluorescencia 
obtenidos con el sistema de imagen IncuCyte FLT del IncuCyte ZOOM y expresados 
finalmente como porcentaje de viabilidad. 
9. Medición de la oxidación total
Este ensayo se basa en una reacción química de donación de átomos de hidrógeno 
(o un electrón), en la que el 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) es un radical libre
estable cuya coloración púrpura se puede reducir dando lugar a una coloración amarilla.
Se trata de un sistema acelular en el que las muestras se diluyeron en 1 ml de metanol y
se mezclaron con DPPH a 0,125 mM. Como control positivo de antioxidación se utilizó
200 μM de Trolox. Después de 30 minutos de incubación a temperatura ambiente y en
oscuridad, se midió la absorbancia a 517 nm mediante el espectrofotómetro Genesys
50UV (Thermo Fisher Scientific). Los valores obtenidos fueron expresados y
representados como porcentaje de oxidación, tomando como referencia el valor del
DPPH.
10. Actividad tirosinasa en melanocitos
Las células B16 fueron sembradas a una densidad de 5x104 células/pocillo en 
placa P24. Al día siguiente, los melanocitos se incubaron con las dosis indicadas de 
ingredientes durante 72 h a 37 ºC y 5 % de CO2. El 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) a 
0.1 mM fue utilizado como inductor de la enzima tirosinasa, mientras que el ácido 
kójico a 2 mM fue usado como control positivo de inhibición. Posteriormente, las 
células se lisaron durante 30 minutos a 4 °C con un tampón de lisis (fosfato de sodio 20 
mM, pH 6,8, Triton X-100 al 1%, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM) que contiene una mezcla 
de inhibidores de proteasas: leupeptina 10 µg/ml, aprotinina 1 µg/ml, pepstatina 1 µg/ml 
y PMSF saturado 1 µl/ml. Acto seguido, el lisado se centrifugó a 13000 rpm durante 15 
min y el sobrenadante se transfirió a una placa P96, añadiéndose el precursor de 
melanina L-DOPA a 1.25 mM, en tampón fosfato 20 mM, pH 6.8 y se incubó a 37 °C 
durante 2 h. La actividad de la enzima tirosinasa fue evaluada debido a que cataliza la 
conversión de L-DOPA a Dopacromo lo que provoca un cambio de absorbancia cuya 
medida fue detectada a 450 nm en el lector de microplaca Berthold LB942 Tristar 2. 
11. Producción de melanina
Las células B16 fueron sembradas a una densidad de 5x104 células/pocillo en 
placa P24. Al día siguiente fueron estimuladas con las dosis correspondientes de los 
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ingredientes e incubadas durante 72 h a 37 ºC y 5 % de CO2. Al igual que en el ensayo 
de tirosinasa, los controles empleados fueron el IBMX a 0.1 mM y el ácido kójico a 2 
mM. A continuación, las células fueron lavadas en PBS y centrifugadas, disolviéndose 
el sedimento en NaOH 1 M durante 30 min a 60 ºC. Finalmente, se evaluó la 
producción de melanina midiendo la absorbancia a 405 nm en el lector de microplaca 
Berthold LB942 Tristar 2. 
12. Actividad hialuronidasa  
Es un método turbidimétrico que se basa en que el ácido hialurónico reacciona 
con la albúmina acidificada formando un precipitado blanco. De tal forma, que cuanto 
mayor sea la actividad hialuronidasa, se degradará más ácido hialurónico y, por tanto, 
reaccionará menos con la albúmina acidificada disminuyendo la cantidad de precipitado 
y por ende la turbidez. Concretamente, este experimento consiste en mezclar 0.750 ml 
de solución de enzima (6 unidades hialuronidasa/ml) y 0.250 ml de diluyente 
enzimático (Na3PO4 20 mM, NaCl 77 mM y albúmina de suero bovino al 0.01 % (p/v), 
pH 7.0 a 37 °C). A continuación, las muestras a testar fueron agregadas a las dosis 
indicadas. El diluyente enzimático se usó como control negativo. Todas las muestras 
fueron incubadas a 37 °C durante 10 minutos. Inmediatamente, se añadió la solución de 
ácido hialurónico al 0.03 % (p/v) en tampón fosfato, se mezcló por agitación y se 
incubó a 37 °C durante exactamente 45 minutos. Después, se transfirieron 0.5 ml de la 
muestra a cubetas con 2.5 ml de solución de albúmina ácida (acetato de sodio 24 mM, 
ácido acético 79 mM con albúmina de suero bovino al 0.1 % (p/v), pH 3.75 a 25 °C), 
mezclando inmediatamente por inversión. Se incubaron 10 minutos a temperatura 
ambiente y, finalmente, se midió la absorbancia a 600 nm en el espectrofotómetro 
Genesys 50UV. La actividad de hialuronidasa se expresa como unidades/ml de enzima, 
teniendo en cuenta el coeficiente de extinción y el factor de dilución de la enzima. 
13. Detección de proteínas por Western Blot 
Las células fueron recolectadas mediante tripsina y lavadas 2 veces con PBS frío, 
obteniendo el pellet celular después de centrifugar 2 min a 13000 rpm y a 4 ºC. A 
continuación, los extractos celulares fueron lisados durante 15 min en hielo con una 
solución de lisado (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, glicerol al 10 % y NP-40 al 
1 %) suplementado con NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM y los inhibidores de proteasas 
leupeptina 10 µg/ml, aprotinina 1 µg/ml, pepstatina 1 µg/ml y PMSF saturado 1 µl/ml. 
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Pasado ese tiempo, se centrifugó 15 min a 13000 rpm a 4 ºC y se calculó la 
concentración de proteínas de cada una de las muestras con el método Bradford. Por 
último, se añadió solución Laemmli 1x (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, SDS al 10 %, glicerol 
al 30 %, DTT al 10 % y azul de bromofenol al 0.012 %) y se hirvieron las muestras 3 
min a 95 ºC para desnaturalizar las proteínas. Aplicando un voltaje de 80-90 V a su paso 
por el gel concentrador y de 120 V por el gel separador de poliacrilamida con SDS, las 
proteínas se separaron para después ser transferidas a membranas de PVDF utilizando 
un voltaje de 24 V durante 30 min. Para las proteínas fosforiladas, las membranas se 
incubaron con tampón de bloqueo basado en albúmina de suero bovino al 5 % en TRIS-
buffer salino y Tween-20 al 0.1 % (TBST), mientras que, para las proteínas no 
fosforiladas, en leche en polvo sin grasa al 5 %; en ambos casos se incubó 1 h en 
agitación y a temperatura ambiente. Acto seguido, se añadió el anticuerpo primario 
correspondiente quedándose toda la noche a 4 ºC en agitación. Al día siguiente, se 
hicieron 3 lavados de 10 min con TBST y se incubó 1 h a temperatura ambiente con el 
anticuerpo secundario apropiado. Por último, se lavó la membrana 3 veces durante 10 
min con TBST y se reveló mediante quimioluminiscencia empleando el kit Westar 
Nova 2011 (Cyanagen Srl; Bolonia, Italia) que se basa en una mezcla de luminol 
mejorado con peróxido en un ratio 1:1. La señal de la proteína fue obtenida a través de 
ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare; Chicago, Illinois, USA). 
Los anticuerpos utilizados fueron p-NF-κB/p65 (Ser536), p-IκBα (Ser32/36) 
(5A5), SQSTM1/p62 adquiridos a Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); 
Citoqueratina-16 (LL025), NF-κB/p65 (F-6), IκBα (C-21), MITF (21D1428), TRP1 
(A20), TRP2 (D-18), Tirosinasa (M-19) y α-Actina (1A4) de Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA, USA) y α-Tubulina de Merck KGaA. En todos los casos, los 
anticuerpos se emplearon a la dilución recomendada por el fabricante. 
14. Modelo animal para el estudio de los efectos del CBD en piel 
Se utilizaron ratones hembra BALB/cByJRj de seis meses de edad adquiridos en 
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia). Los animales fueron distrκuidos en tres 
grupos aleatoriamente: grupo control (n=3), tratamiento CBD 0.1 % (n=6) y tratamiento 
CBD 1 % (n=6). Se mantuvieron a 20–22 °C, en condiciones constantes de luz (14 h de 
luz) y 40-50 % de humedad relativa, teniendo libre acceso a una dieta estándar y agua. 
Se realizó un tratamiento de 5 días de duración, consistente en la aplicación tópica 
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diaria del vehículo (DMSO al 10 % en propilenglicol), CBD al 0.1 % y CBD al 1 % en 
la región de la espalda de los ratones los cuales fueron previamente rasurados.  
Concluido el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se recogió la piel de la 
región de la espalda sometida al tratamiento. De cada muestra, una parte se fijó en 
paraformaldehído al 4 % y se embebió en parafina para su posterior análisis histológico, 
mientras que la otra parte se dedicó para extraer ARN. Los experimentos se realizaron 
de acuerdo con las normas de la Unión Europea y el Comité de Ética en Investigación 
Animal de la Universidad de Córdoba (2014PI/025). 
15. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 
El ARN extraído de la piel de los ratones y del cultivo celular de HEK se llevó a 
cabo usando el kit RNeasy (Qiagen; Hilden, Alemania). A continuación, a partir de 500 
ng de ARN por muestra se obtuvo ADNc empleando el kit Omniscript RT (Qiagen) 
suplementado con el inhibidor de RNasa siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
ADNc fue analizado usando TaqMan Universal Master Mix II (Thermo Fisher 
Scientific). La expresión génica fue determinada usando Applied Biosystems 7300 
(Applied Biosystems; Foster City, California, E.E.U.U.) mediante el método 
comparativo ΔΔCT. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y los datos 
se normalizaron con el gen constitutivo HPRT1. Los cebadores utilizados fueron 
comprados a Eurofins MWG (Eurofins Scientific Group; Ebersberg, Alemania) cuya 
secuencia se detalla en la tabla 4. 








M-SQSTM1 r 5′-TCCGATTCTG GCATCTGTAG-3′ 








M-HMOX1 r 5´-CCTCGTGGAGACGCTTTACATA-3´ 








M-CK16 r 5´-CATTAGTCCCTGGAACTCTGAC-3´ 
HPRT1  Hs02800695_m1 HPRT1 TaqMan (s) 
Tabla 4. Sondas, cebadores y sus secuencias utilizadas en ensayos de RT-qPCR 
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16. Estudio histológico de las muestras de piel
Las secciones de piel (5 μM) fueron desparafinadas y rehidratadas mediante 
incubaciones sucesivas en xilol, etanol al 100 %, etanol al 96 %, etanol al 80 % y agua. 
A continuación, se tiñeron con hematoxilina durante 5 min y luego se lavaron en agua. 
Una vez enjuagadas, las secciones fueron teñidas con eosina 30 s y deshidratadas con 
concentraciones crecientes de etanol. Finalmente, después de un baño de xileno de 2 
minutos, las muestras fueron preparadas para su análisis al microscopio.  
Para el análisis inmunohistoquímico de la piel, las muestras se cubrieron con el 
buffer citrato sódico 10 mM, pH 6 y se sometieron a 98 ºC para producir el 
desenmascaramiento antigénico. Tras enfriarse, se realizaron 2 lavados de 3 min con 0.1 
% de PBS-Tween-20 y se bloqueó la peroxidasa endógena utilizando el reactivo de 
bloqueo EnVision FLEX-peroxidasa (Agilent Dako; Glostrup, Dinamarca) durante 10 
min. El bloqueo de las uniones inespecíficas se llevó a cabo mediante la incubación con 
BSA al 3 %, 30 min a temperatura ambiente.  A continuación, se incubó toda la noche a 
4 ºC con el anticuerpo primario correspondiente. Posteriormente, se hicieron 2 lavados 
de 3 min con 0.1 % de PBS-Tween-20 y se incubó 4 h con el anticuerpo secundario 
apropiado (Merck Millipore; Billerica, MA, USA) a temperatura ambiente. A 
continuación, se añadió el anticuerpo secundario asociado a EnVision FLEX/HRP 
(Agilent Dako) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para la detección se utilizó 
el cromógeno 3,3′-diaminobencidina (Merck Millipore). Finalmente, las muestras se 
deshidrataron y montaron, las imágenes fueron obtenidas con el microscopio Leica 
DM2000 y la cámara digital Leica MC190 (Leica; Wetzlar, Alemania). 
17. Ensayo clínico de reducción de la hiperpigmentación
El ensayo fue llevado a cabo por la empresa Bionos Biotech (Valencia, España) 
con un total de 20 voluntarios en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe 
(Valencia, España). Los pacientes fueron tratados tópicamente en la región facial con 
crema basada en la combinación C-HP, con una posología de dos veces al día durante 
56 días. Antes de empezar el tratamiento, se tomaron imágenes de cada voluntario con 
Bio Blue Light Scanner (Bionos Biotech) y también a los 28 y 56 días de tratamiento. 
Este dispositivo consiste en la adquisición de imágenes a través de una cámara de alta 
resolución Dalsa TS 5 Mp (Teledyne Dalsa; Waterloo, ON, Canadá) con óptica 
Schneider APO-Xenoplan (Scneider opticals; Fronhausen, Alemania) y un sistema de 
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luz difusa e indirecta (tipo Domo) que emite a 470 nm, permitiendo visualizar las 
manchas oscuras en monocromático. Las imágenes fueron procesadas con un software 
específico basado en Matrox Imaging Library (Matrox; Montreal, Canadá) y en ellas se 
seleccionó la región de interés sobre la cual se evaluaron tres parámetros: área total de 
manchas oscuras, número total de manchas oscuras y contraste entre el color de piel 
normal y la región de la piel que contiene la mancha. Además, al final del ensayo, cada 
voluntario respondió un cuestionario sobre el producto aplicado. Los resultados 
obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante la prueba t de Student pareadas, 
ya que cada voluntario muestra un par de valores (antes y después del tratamiento). 
18. Eficacia antimicrobiana del CBD
La actividad antimicrobiana del CBD fue analizada por Eurofins Biopharma 
(Barcelona, España) mediante la determinación de la susceptibilidad de 
microorganismos a CBD. Para el cálculo de la concentración mínima inhibitoria (CMI), 
se realizaron diluciones seriadas del CBD en placa P96 y sobre cada pocillo se inoculó 
P. acnes. Además, se utilizó un control de crecimiento, un control de esterilidad y un
control de turbidez. Después de la incubación, se analizó la turbidez de los pocillos la
cual está relacionada directamente con el crecimiento microbiano. Por otro lado, para la
obtención del valor de la concentración mínima bactericida (CMB), se realizó por
contaje microbiano utilizando el método de cuantificación de unidades formadoras de
colonias (UFC), inoculando P. acnes en placas de agar con diferentes dosis de CBD y
realizando el contaje de UCF a diferentes tiempos.
19. Análisis transcriptómico (RNA-Seq)
Las células HEK previamente tratadas 24 h con CBD a 10 µM o vehículo, fueron 
recolectadas y lisadas con Qiazol (Qiagen) para extraer el ARN total, el cual se purificó 
con el kit miRNeasy siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen). Las muestras 
de ARN (1 μg) fueron enviadas al Centro de Regulación Genómica (CRG; Barcelona, 
España) donde se procesó para obtener una secuenciación de alto rendimiento utilizando 
el kit TruSeq mRNA Sample Prep v2 (RS-122-2001) (Illumina; San Diego, CA, USA) y 
se construyó una biblioteca de ADN copia por purificación con poliA. Por último, se 
secuenció esta biblioteca con el sistema Illumina HiSeq 2500 (Illumina) con lecturas de 
50 pb de extremo único y ~ 30 millones de lecturas por muestra. 
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20. Análisis proteómico (SWATH LC-MS/MS)
Las proteínas de las células HEK fueron enviadas a la Unidad del Proteómica del
CRG y previamente obtenidas mediante la lisis celular con tampón NP-40 (Tris-HCl 50 
mM pH 7.5, NaCl 150 mM, glicerol al 10 % y NP-40 al 1 %) suplementado con 
inhibidores de proteasa y fosfatasa. A continuación, se eliminaron los contaminantes por 
precipitación de proteínas con ácido tricloroacético al 10 % y acetona y se solubilizaron 
en 50 μl de RapiGest SF al 0.2 % (Waters; Milford, MA, USA) en bicarbonato de 
amonio 50 mM. Los extractos de proteínas se sometieron a digestión con tripsina. La 
cantidad total de proteína se cuantificó usando el kit fluorimétrico Qubit (Thermo Fisher 
Scientific), reservándose 50 μg de proteína para incubar con DTT 5 mM a 60 ºC durante 
30 min y, posteriormente, con iodoacetamida 10 mM a temperatura ambiente y en 
oscuridad otros 30 min. A continuación, se añadió tripsina modificada de grado 
secuenciación (Promega) en un ratio tripsina/proteína de 1:40 y se incubaron las 
muestras a 37 ºC durante 2 h, transcurrido este tiempo, se volvió a añadir tripsina 
incubando durante 15 h. La eliminación del RapiGest se hizo por precipatación, al 
incubar 1 h a 37 ºC con ácido trifluoro acético (TFA) al 0.5 % y separando por 
centrifugación. Finalmente, se añadió agua Milli-Q y acetonitrilo (ACN) ajustando el 
volumen hasta alcanzar una concentración de 0.5 μg de péptido/μl (2.25 % de ACN y 
0.2 % de TFA).  
La librería de espectros fue obtenida por análisis de los péptidos mediante una 
aproximación basada en proteómica shotgun con nano LC-MS/MS. Se inyectó 2 μl (1 
μg en columna) con un sistema de cromatografía nanoLC Ekspert nLC415 (Eksigent; 
Dublin, CA, USA) para lo que se empleó una columna C18 Acclaim PepMap 100 (75 
μm x 25 cm, 3 μm, 100 Å) (Thermo Fisher Scientific) con 300 nl/min de flujo. Se 
empleó ácido fórmico 0.1 % en agua o en ACN como solventes A y B, respectivamente, 
utilizando el siguiente gradiente: de 0 a 5 min B 5 %, 5 a 125 min B 5 % a B 30 %, a 
continuación 9 min B 95 % y finalmente 9 min B 5 % para equilibrar la columna. Los 
péptidos eluidos se introdujeron en un espectrómetro de masas híbrido cuadrupolo/TOF 
Triple TOF 5600+ (Sciex; Framinghan, MA, CA, USA) mediante un sistema de 
adquisición dependiente de datos (data dependent acquisition, DDA) top 65, en modo 
iónico positivo. Mediante la fuente de ionización NanoSpray III ESI (Sciex; 
Framinghan, MA, CA, USA) con un voltaje de 2600 V se llevó a cabo la conexión entre 
el sistema de cromatografía nanoLC y el espectrómetro de masas. La adquisición se 
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realizó a 250 ms y consistió en un survey scan de 350 a 1250 m/z, a continuación, se 
realizó el análisis MS/MS de los 65 iones precursores de mayor intensidad en intervalos 
de 60 ms, en el rango de 230 a 1500 m/z.   
21. Análisis de datos transcriptómico y proteómicos  
En cuanto a los datos transcriptómicos, las lecturas de RNA-Seq fueron 
procesadas con Trimmomatic v0.36 (171) alineándose con el ensamblaje del genoma 
humano hg38 usando HISAT2 v2.1.0 (172). Los recuentos por gen se obtuvieron con 
featureCounts v1.6.1 (173) mientras que se utilizó DESeq2 v1.20.0 (174) para el 
análisis de la expresión diferencial, excluyéndose aquellos genes con menos de 15 
recuentos en todas las muestras.  
Con los datos proteómicos se identificó proteínas y péptidos a partir de las 
shotgun DDA usando ProteinPilot v5.0 (Sciex; Framinghan, MA, USA) y la base de 
datos de proteínas humanas SwissProt (175). A continuación, se construyó una 
biblioteca espectral, usando MS/MSall con SWATH Acquisition MicroApp v2.0 
(Sciex), con aquellos péptidos que aparecieron en la búsqueda y que tuvieron una 
confianza superior al 99 %. A través de PeakView v2.1 (Sciex) se realizó la ejecución 
de SWATH, asistida por la biblioteca, y se calibró el tiempo de retención utilizando 
MS/MSall con SWATH Acquisition MicroApp v2.0 (Sciex) con un umbral de tasa de 
descubrimiento falso (FDR) del 1 % y 50 ppm de tolerancia. Por último, se normalizó la 
señal usando MarkerView v1.2.1 (Sciex). 
El análisis de abundancia diferencial se realizó mediante la aplicación prueba T de 
dos muestras de Welch para comparar áreas SWATH normalizadas entre los diferentes 
grupos. Para el análisis funcional, se seleccionaron los genes con un P ajustado < 0.05 y 
un cambio de veces de inducción absoluto > 2 y proteínas con un P ajustado < 0.05 y un 
cambio de veces de inducción absoluto > 1.5 para realizar un análisis de 
sobrerrepresentación. Para ello, se requirió la herramienta EnrichR (176) utilizando 
Gene Ontology (177), Wikipathways (178) y JASPAR (179). Finalmente, se llevó a 
cabo un análisis de enriquecimiento de conjunto de genes para datos transcriptómicos 
con el paquete fgsea v1.9.7 (180), utilizando los mismos genes clasificados previamente 
en la lista completa de genes con una transformación de log2 veces de inducción.  
Todos los P-valores de los diferentes análisis se ajustaron para controlar la FDR 
utilizando la aproximación de Benjamini y Hochberg (181). Los datos de RNA-seq se 
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han depositado en el banco de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el 
identificador de conjunto de datos GSE131565 (182). Los datos de espectrometría de 
masas de proteómica se han depositado en el ProteomeXchange Consortium (183) a 
través del repositorio asociado PRIDE (184) con el identificador de conjunto de datos 
PXD013956. 
22. Análisis de los datos de la plataforma SimDerma
Los datos experimentales resultantes de la plataforma SimDerma han sido 
almacenados para formar una base de datos que, posteriormente, se ha transferido a otra 
base de datos con estructura SQL (lenguaje de consulta estructurado) para su posterior 
análisis utilizando el software HeidiSQL v10.2 (Ansgar Becker, 2002). Todos los 
ingredientes testados se clasificaron según su actividad para cada diana molecular en 
Actividad Sin 
actividad Alta Moderada Baja 
Proliferación (% Viabilidad) % > 300 300 < % < 200 200 < % < 150 % < 150 
Cicatrización (% Confluencia) 
% > 75 75 < % < 50 50 < % < 25 % < 25 
Inducción ROS (% Producción ROS) 
Agonismo CB1 (% Actividad) 
Antagonismo TRPV-1 (% Viabilidad) 
Inhibición NF-κB (% Actividad) 
% < 25 25 < % < 50 50 < % < 75 % < 75 
Inhibición STAT3 (% Actividad) 
Inhibición NRF2 (% Actividad) 
Anti-oxidación (% Actividad oxidante) 
Inhibición ROS (% Producción ROS) 
Antagonismo CB1 (% Actividad) 
Agonismo CB2 (% Actividad) 
Agonismo TRPV-1 (% Viabilidad) 
Actividad tirosinasa (% Actividad 
tirosinasa) 
Producción melanina (% Producción 
melanina) 
Inhibición HIF-1α (% Actividad) 
Agonismo PPARα (veces de inducción) 
X > 10 4 < X < 10 2 < X < 4 X < 2 
Agonismo PPARγ (v. inducción) 
Inducción NRF2 (v. inducción) 
Autofagia (v. inducción) 
Inducción HIF-1α (v. inducción) 
Inducción COL1A2 (v. de inducción) 
Inducción de FLG (v. de inducción) 
Tabla 5. Criterios utilizados para la clasificación de los ingredientes según su actividad para cada diana 
molecular. %= porcentaje de actividad del ingrediente, X= veces de inducción del ingrediente, en ambos casos 
para cada actividad. 
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actividad alta, moderada, baja o sin actividad. Para ello, se evaluó los criterios de 
actividad para cada experimento como muestra en la tabla 5. 
23. Análisis estadístico
A excepción de los ensayos clínico, proteómico y transcriptómico cuyos análisis 
estadístico se menciona en su respectivo apartado, el análisis estadístico del resto de 
ensayos fue llevado a cabo con el programa GraphPad Prism versión 5.0 (GraphPad; 
San Diego, CA, USA). Los datos de los experimentos in vitro fueron expresados como 
la media aritmética ± desviación estándar. Para la comparación entre dos grupos se 
realizó la prueba t de Student (t-test) mientras que cuando había más grupos se llevó a 
cabo un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguida del test Newman-Keuls. Los 
valores con un p-valor < 0.05 (*) se consideraron significativos, los muy significativos 
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1. La plataforma de cribado SimDerma como herramienta para la detección de 
actividades de interés dermatológico 
La plataforma SimDerma surgió para el estudio masivo de ingredientes en 
experimentos con actividades biológicas de interés en alteraciones de la piel. Como se 
muestra en la figura 9, el proceso comienza con la recepción de la muestra en el 
laboratorio y su consiguiente codificación para permitir el mejor manejo de los datos e 
identificación. A continuación, se busca el disolvente más apropiado y se elaboran las 
dosis que, por defecto, son 10 y 100 µg/ml para extractos sólidos; 1/1000 (0.001 % 
vol/vol) y 1/100 (0.01 % vol/vol) para extractos líquidos; y 10 y 25 µM para 
compuestos puros. 
 
 Inicialmente, se hace un análisis de citotoxicidad en fibroblastos NIH3T3 y 
queratinocitos HaCaT a 24 y 48 h para evaluar si alguna/s de las dosis a testar fueran 
citotóxicas. El resto de los experimentos se pueden clasificar en 5 bloques:  
- Estructura y reparación de la piel: incluye ensayos de proliferación, 
cicatrización y evaluación de la actividad transcripcional de HIF-1α en fibroblastos y 
queratinocitos, actividad transcripcional de COL1A2 en fibroblastos y análisis de la 
actividad transcripcional de filagrina en queratinocitos.  
Figura 9. Esquema del procedimiento estándar seguido en la plataforma SimDerma para el estudio de las 
actividades biológicas de los ingredientes testados. 
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- Inflamación: está constituido por el estudio transcripcional de NF-κB en
fibroblastos y queratinocitos y STAT3 en macrófagos. 
- Anti-oxidación: evaluación de la actividad transcripcional de NRF2,
producción de ROS en queratinocitos y el ensayo de anti-oxidación por DPPH en un 
modelo acelular. 
- Pigmentación: incluye análisis de la actividad tirosinasa y la producción de
melanina en melanocitos, así como la medición de la actividad autofágica en 
queratinocitos.  
- Receptores cutáneos: análisis de la actividad CB1, CB2, TRPV-1, PPARα y
PPARγ. En todos los casos se ha empleado la línea 293T como modelo celular. 
Finalmente, los datos obtenidos de cada experimento son analizados 
individualmente para cada ingrediente de tal forma que, el primer cribado permite 
asignar un tipo de actividad a cada ingrediente de la siguiente manera: sin actividad, 
actividad baja, actividad moderada o actividad alta. Aquellos ingredientes que son 
inactivos para una diana biológica no se realiza un segundo ensayo, en cambio, los que 
presentan actividad sí son repetidos, aunque en esta ocasión a tres dosis, incluyendo una 
dosis intermedia a las dosis del primer ensayo. 
1.1 Clasificación de los ingredientes testados en la plataforma SimDerma 
Actualmente la plataforma SimDerma está compuesta por 586 ingredientes, de 
los cuales el 66.2 % corresponden a compuestos puros extraídos químicamente, 
mientras que el 33.8 % restante son extractos naturales (Fig. 10A).  
A su vez, los extractos naturales se pueden clasificar atendiendo a su origen, de 
tal modo que el 93.8 % proceden de plantas, el 5.7 % de algas y sólo el 0.5 % es de 
origen animal (Fig. 10B).  
Además, los 586 ingredientes testados en la plataforma SimDerma han sido 
adquiridos de 38 proveedores diferentes, de los cuales solo 16 suponen un porcentaje 
mayor al 0.70 %, el resto están incluidos en la categoría de otros (Fig. 10C). Entre ellos, 
destaca de manera predominante Symrise con un 51.83 % de los ingredientes totales de 
SimDerma, siguiéndoles a gran distancia Indena con un 5.57 %, Gatefossé 4.52 % y 
Merck KGaA con un 4.17 %. 
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1.2 Análisis de los ingredientes testados en SimDerma según su actividad 
En la figura 11A se desglosa el número de ingredientes que actualmente hay 
testados para cada ensayo. De tal modo que, el experimento en el que se han testado 
menos ingredientes es el que determina el agonismo de TRPV-1 (88 ingredientes), por 
el contrario, la actividad transcripcional de FLG es el experimento en el que se han 
testado un mayor número de ingredientes (554 ingredientes). 
A continuación, se desglosa el porcentaje de ingredientes agrupados según la 
actividad que muestran para cada uno de los ensayos incluidos en SimDerma (Fig.11B-
F). En el bloque de experimentos de estructura/reparación de la piel se puede observar 
que fueron pocos los ingredientes que mostraron una actividad alta, mientras que los 
Figura 10. Clasificación de los ingredientes de la plataforma SimDerma según su origen. A. Naturaleza de 




ingredientes que mostraron una activada baja fue algo superior. De hecho, el 
experimento que presenta un mayor porcentaje de ingredientes activos en este bloque es 
el de proliferación en fibroblastos, alcanzando unos valores próximos al 25 %, que se 
Figura 11. Experimentos constituyentes de la plataforma SimDerma. A. Tabla con el número de ingredientes 
totales testados para cada experimento que conforma la plataforma. B. Ensayos relacionados con la estructura y 
reparación de la piel. C. Ensayos de inflamación. D. Ensayos asociados a la pigmentación. E. Ensayos implicados 
en procesos de anti-oxidación. F. Experimentos relacionados sobre los efectos de los ingredientes en receptores 
cutáneos. Las gráficas B a F muestran el porcentaje del número de ingredientes agrupados según su efecto: sin 
actividad (gris), actividad baja (verde), moderada (azul) y alta (granate). El número después del tipo de ensayo 
indica el tipo celular donde se ha realizado, siendo (1) HaCaT, (2) NIH3T3, (3) B16, (4) RAW264.7, (5) 293T y 
(6) acelular.  
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desglosan en actividad baja (5.8 %), actividad moderada (5.2 %) y actividad alta (12.6 
%), el 76.4 % restante corresponde a ingredientes que no presentan actividad.  
En el bloque de inflamación (Fig. 11C), el porcentaje de ingredientes activos es 
muy bajo. En este sentido, para el ensayo de actividad transcripcional de NF-κB tanto 
en fibroblastos como en queratinocitos más del 94 % fueron ingredientes sin actividad, 
mientras que en el caso de STAT3 fue del 87.4 %.  
En cuanto al análisis de los resultados obtenidos en los ensayos de pigmentación 
se aprecia que, en el ensayo de autofagia el 69.6 % de los ingredientes son inactivos a 
pesar del número amplio de ingredientes testados. El resto de los ingredientes con 
actividad, se distribuyen en las 3 categorías de actividad en un porcentaje que se 
encuentra en torno al 10% en cada una de ellas. Por otro lado, solo el 11 % y el 2.7 % de 
los ingredientes fueron activos cuando se analizó la actividad tirosinasa y la producción 
de melanina, respectivamente (Fig. 11D). 
Valorando los experimentos pertenecientes al grupo de anti-oxidación, cabe 
destacar, la presencia de una gran cantidad de ingredientes activos que son capaces de 
inducir la actividad transcripcional de NRF2 en queratinocitos, puesto que el 24.2 % de 
los ingredientes testados mostraron una actividad baja, el 11.7 % una actividad 
moderada y el 1.2 % alta. En el resto de los experimentos que componen este grupo, los 
ingredientes inactivos superaban el 80 % para cada uno de ellos (Fig. 11E). 
Por último, en el grupo de experimentos que determinan la actividad de los 
receptores cutáneos, resalta los valores obtenidos para antagonismo de TRPV-1, ya que 
es el experimento de toda la plataforma SimDerma que más porcentaje de ingredientes 
activos presenta (63.5 %).  Para el resto de los experimentos que involucran a los 
receptores cannabinoides (CB1 y CB2) y los receptores PPAR (PPARα y PPARγ) los 
ingredientes activos fueron inferior al 20 % en cada uno de ellos (Fig. 11F). 

2. Estudio de los efectos biológicos






2. Estudio de los efectos biológicos del CBD en piel  
 Uno de los ingredientes testados en la plataforma de cribado SimDerma es el 
cannabidiol (CBD). Debido al creciente interés que está teniendo este compuesto en la 
actualidad y las evidencias que han demostrado sus efectos beneficiosos para el 
tratamiento de patologías de diversa índole, incluidas las de la piel, se ha focalizado 
nuestro interés en hacer un estudio detallado de los efectos que tiene in vitro e in vivo y 
también de las rutas moleculares que se ven alteradas tras su aplicación.  
2.1 Efecto antioxidante del CBD en queratinocitos 
 Para analizar el efecto antioxidante del CBD se recurrió al análisis de la 
actividad transcripcional de NRF2 y a la cuantificación de la producción de ROS en 
Figura 12. Efectos antioxidantes del CBD. A.  HaCaT-ARE-Luc fueron estimuladas con el CBD a 10, 5, 2.5 y 
1.25 µM durante 6 h. TBHQ (20 µM) fue utilizado como control de inducción de Nrf2. La luminiscencia (RLU) 
fue medida a través del lector Berthold Tristar2 y expresada como porcentaje de actividad de Nrf2 teniendo en 
cuenta que el valor del TBHQ equivale al 100 %. B. Inducción de ROS sobre las células HaCaT mediante el 
tratamiento con TBHP (400 µM) e incubándose con diferentes dosis de CBD durante 3 h. El NAC (15 mM) fue 
utilizado como control de inhibición de ROS. La fluorescencia emitida por la sonda H2DCFDA (2 µM) fue 
medida y analizada mediante el equipo IncuCyte ZOOM. Los valores fueron expresados como porcentaje de la 
producción de ROS, considerando el 100 % el valor alcanzado por TBHP. En ambas gráficas, los resultados 
corresponden a la media de 3 experimentos independientes ± DE. **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias 
significativas entre el control y las células tratadas con CBD. C. Imágenes representativas del ensayo de ROS 
tomadas con el IncuCyte ZOOM (objetivo 4x). 
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queratinocitos. La figura 12A muestra como el tratamiento durante 6 h con CBD indujo 
de manera significativa la activación transcripcional de NRF2 de manera dosis 
dependiente. Además, el tratamiento con esta molécula fue capaz de reducir los niveles 
de ROS inducidos por TBHP en células HaCaT. De tal modo que, incluso a la dosis más 
baja (1.25 µM) la producción de ROS se inhibió en un 80.2 % (Fig. 12B y C). 
Estos resultados corroboran los estudios previos, poniendo de manifiesto el 
potente efecto antioxidante que ejerce el CBD en queratinocitos, lo cual, es muy 
beneficioso en patologías de la piel donde el estrés oxidativo suele desencadenar un 
agravamiento de la sintomatología. 
2.2 Análisis transcriptómico y proteómico del CBD sobre queratinocitos primarios 
Con el objetivo de conocer los cambios moleculares que promueve el CBD, se 
llevó a cabo un estudio del proteoma y transcriptoma en queratinocitos humanos 
primarios. Para ello, las células se trataron con CBD a 10 µM durante 24 h y se realizó 
la extracción de ARN y proteínas para su posterior análisis con las técnicas de RNAseq 
y SWATH, respectivamente (Fig. 13A). 
En el análisis transcriptómico se observó que, de los 17571 genes identificados, 
4860 genes estaban alterados con el tratamiento de CBD con respecto a los 
queratinocitos no tratados. A su vez, 2374 genes estaban regulados negativamente y 
2486 positivamente (Fig. 13B). Por otro lado, el estudio del proteoma revelo que de las 
2204 proteínas detectadas 724 sufrieron cambios significativos tras el tratamiento con 
CBD con respecto al control. De ellas, 520 proteínas presentaban reducida su expresión 
y 204 la tenían aumentada (Fig. 13C).  
Finalmente, para traducir estos resultados a cambios funcionales, se realizó un 
análisis de sobreexpresión mostrando el incremento o disminución de los diferentes 
conjuntos de genes y proteínas utilizando EnrichR (Fig. 13D). Se observó que varias 
rutas moleculares relacionadas con la diferenciación de células epidérmicas, 
diferenciación de queratinocitos y desarrollo de la piel tenían su expresión aumentada. 
Lo mismo ocurría con los factores de transcripción MAFB y NRF2 (NFE2L2) y la ruta 
molecular de NRF2, lo que corrobora los efectos antioxidantes previamente descritos in 
vitro. Además, otros genes y proteínas relacionados con la organización de la matriz 
extracelular, el proceso metabólico del ADN y el ciclo celular se encontraron reducidos.  
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Figura 13. Análisis transcriptómico y proteómico de queratinocitos primarios tratados con CBD. A. 
Esquema del proceso experimental donde las células fueron tratadas durante 24 h con CBD a 10 µM o vehículo 
(control) para la extracción de ARN (RNA-seq) y proteína (SWATH). B y C. Volcano plot representando la 
dispersión de los datos resultantes de la secuenciación de ARN y del proteoma, respectivamente. Permiten 
observar la magnitud del cambio (cambios de inducción transformado en log2) con respecto a su significancia 
(transformado en log10). Cada punto representa un gen/proteína y el color representa aquellas que superaron un 
cambio absoluto > 2 veces de inducción y un p valor ajustado < 0.05. D. Análisis de sobreexpresión de genes y 
proteínas con las principales rutas alteradas tras del tratamiento con CBD. El proyecto de Ontología Genética 
(OG), los factores de transcripción JASPAR y los conjuntos de genes Wikipathways se emplearon para agrupar 
genes por categorías funcionales. La gráfica de puntos indica con un punto la sobrerrepresentación significativa 
de un término dado (Prueba exacta de Fisher ajustada P < 0.1). Mientras que el color indica el valor de p ajustado 
del enriquecimiento y el tamaño del punto representa la puntuación combinada EnrichR. 
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En definitiva, a partir de los resultados transcriptómicos y proteómicos se puede 
concluir que el CBD promueve la proliferación y diferenciación de los queratinocitos. 
Además, coincidiendo con los datos observados en SimDerma, hay una clara activación 
del factor de transcripción y la ruta molecular de NRF2. 
2.3 Efectos del CBD sobre la ruta molecular de NRF2 
Analizando los cambios sobre la vía NRF2 observados en el análisis 
transcriptómico y proteómico en queratinocitos tratados con CBD con respecto a los no 
tratados, se observó una inducción muy destacada de SQSTM1 (también llamado p62) y 
HMOX1 (Fig. 14). Ambas proteínas desarrollan un papel de protección frente a estrés 
oxidativo, SQSTM1/p62 liberando a Nrf2 de Keap1 permitiendo su translocación al 
núcleo y HMOX1 liberando moléculas hemo (80). 
A continuación, se quiso corroborar los resultados encontrados de SQSTM1 y 
HMOX en modelo in vitro e in vivo. En primer lugar, como se observa en la figura 15A, 
se hizo un estudio cinético con CBD en queratinocitos (HaCaT) observándose que, a 
partir de las 12 h fue cuando el CBD (10 µM) elevó los niveles de expresión de la 
Figura 14. Cambios proteómicos y transcriptómicos causados por el CBD sobre la ruta molecular de 
NRF2. Posición de los genes que pertenecen a las vías de NRF2 ordenados por el cambio de veces de inducción 
(log2) cuya línea verde indica el puntaje de enriquecimiento continuo para el análisis del conjunto de genes 
(izquierda). Representación de la magnitud de las veces de cambio (log2) de genes y proteínas significativamente 





proteína SQSTM1/p62. El ensayo con diferentes dosis de CBD a 24 h, reveló que el 
CBD a 10 µM es el que ejerció una mayor inducción de la expresión de dicha proteína 
(Fig. 15B). Paralelamente, se analizó la expresión de ARNm en queratinocitos 
primarios tratados con CBD observándose también una inducción de SQSTM1/p62 
sobre las células no tratadas (Fig. 15C).  Por último, se evaluó el efecto en los niveles de 
ARNm de SQSTM1/p62 en secciones de tejido de piel de ratones BALB/c después de 
haber sido sometidos a un tratamiento tópico con CBD (1 %) durante 5 días. Al igual 
que ocurría en los queratinocitos primarios, los niveles de ARNm de SQSTM1/p62 
estaban incrementados con CBD con respecto a la piel no tratada (Fig. 15D). 
 Por otro lado, para analizar el efecto de CBD sobre HMOX1 inicialmente se 
cuantificó el ARNm correspondiente a este gen en queratinocitos primarios, resultando 
en un incremento de sus niveles de expresión después del tratamiento con CBD a 10 µM 
en comparación con los queratinocitos no tratados (Fig. 16A). Seguidamente, se analizó 
Figura 15. Efectos del CBD sobre la expresión SQSTM1/p62. A. Análisis cinético. B. Dosis-respuesta de la 
expresión de la proteína en HaCaT estimuladas durante 24 h con CBD por Western Blot. En ambos casos, la 
proteína α-Tubulina fue utilizada para la normalización y la cuantificación se realizó con el software ImageJ. C. 
Niveles de expresión de ARNm en queratinocitos primarios tratados con CBD (10 µM) durante 24 h (n=3). D. 
Niveles de expresión de ARNm de secciones de piel de ratones BALB/c tratados con vehículo (n=3) o CBD al 1 
% (n=6) durante 5 días. En ambos casos se analizó mediante RT-qPCR, representándose como expresión relativa 
de ARNm de la media de las réplicas ± DE. **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el 





también la expresión de ARNm de HMOX1 en secciones de piel de ratones BALB/c 
que recibieron la aplicación tópica de CBD (1 %) durante 5 días. Aunque sí hay una 
inducción con respecto a la piel no tratada, esta no es significativa (Fig. 16B). Sin 
embargo, en el análisis de inmunohistoquímica la inducción de HMOX1 fue muy 
evidente en la epidermis de los ratones después de los 5 días de tratamiento (Fig. 16C). 
 El conjunto de estos resultados evidencia que, por un lado, los datos del análisis 
transcriptómico y proteómico coinciden con los resultados obtenidos in vitro e in vivo y, 
por otro lado, que el CBD induce SQSTM1/p62 y HMOX1 los cuales son genes 
relacionados con la ruta de NRF2 protegiendo frente al estrés oxidativo.  
2.4 Efecto del CBD sobre genes dependientes de la ruta de MAFB 
Puesto que el factor de transcripción NRF2 heterodimeriza con las proteínas de 
la familia Maf para su unión a elementos de respuesta antioxidante en el ADN, se 
estudió el efecto que el CBD tenía sobre los genes y proteínas involucrados en la ruta 
molecular de esta familia. El hallazgo más significativo fue detectar que MAFB, gen 
implicado en la diferenciación epidérmica, se encontró inducido por CBD en los 
Figura 16. Incremento de la expresión de HMOX1 producida por CBD. A. Expresión de ARNm en 
queratinocitos primarios tratados con CBD (10 µM) durante 24 h. B. Niveles de ARNm de secciones de piel de 
ratones BALB/c tratados con vehículo (n=3) o CBD al 1 % (n=6) durante 5 días. Ambas gráficas muestran la 
media ± DE de la expresión relativa de ARNm de HMOX1 después del análisis mediante RT-qPCR. ***p<0.001 
indica las diferencias significativas entre el tratamiento con CBD y el control. C. Inmunohistoquímica de 
HMOX1 de secciones de piel de ratones BALB/c tratados durante 5 días con vehículo, CBD a 0.1 % y al 1 %. 
Imágenes adquiridas con el microscopio Leica DM2000 con una amplificación de 4x (izquierda) y 10x (derecha). 
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ensayos de proteómica y transcriptómica (Fig. 13D) (185). Además, se encontraron 16 
genes/proteínas relacionados con la ruta molecular de MafB que estaban inducidos por 
CBD, de entre ellos, destaca la citoqueratina 16 (KRT16 o CK16), la cual forma parte 
de los filamentos intermedios de los queratinocitos (Fig. 17).  
 Finalmente, se quiso determinar de manera in vitro e in vivo los efectos del CBD 
sobre la citoqueratina 16. En primer lugar, se evidenció que todas las dosis de CBD 
causaron un aumento de la expresión de dicha proteína en las células HaCaT a las 24 h 
(Fig. 18A). En segundo lugar, se analizaron los niveles de expresión relativa de ARNm 
para KRT16 en queratinocitos primarios tratados durante 24 h con CBD (10 µM) y en 
piel del modelo animal tratados tópicamente con CBD al 1 % durante 5 días (Fig. 18B y 
C). En ambos casos, se observa un incremento de ARNm de citoqueratina 16 después 
del tratamiento con CBD con respecto al control, aunque en el caso de la piel no fue 
significativo. Por último, se observó un incremento de CK16 en la epidermis de ratones 
tratados con CBD como muestran las imágenes del estudio inmunohistoquímico, 
alcanzando un aumento mayor a la dosis de 1 % (Fig. 18D). 
Figura 17. Análisis transcriptómico y proteómico del efecto del CBD sobre MAFB. Posición de los genes 
que pertenecen a las vías de MAFB ordenados por el cambio de veces de inducción (log2) cuya línea verde 
indica el puntaje de enriquecimiento continuo para el análisis del conjunto de genes (gráfica izquierda). 
Representación de la magnitud de las veces de cambio (log2) de genes y proteínas significativamente regulados 
al alza incluidos en esta vía de señalización (gráfica derecha).  
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Por tanto, el CBD modula la expresión de proteína relacionadas con la ruta 
molecular de MAFB, destacando el efecto que promueve sobre la citoqueratina 16, la 
cual juega un importante papel en los queratinocitos a nivel estructural. 
2.5 El CBD incrementa la proliferación y diferenciación epidérmica 
Dado que el análisis funcional del CBD en transcriptómica y proteómica reveló que el 
tratamiento sobre queratinocitos primarios induce rutas moleculares de diferenciación 
epidérmica, se estudió los efectos del CBD sobre la piel de ratones a nivel morfológico.  
En primer lugar, los cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina muestran un 
claro incremento en el grosor de la epidermis de los ratones tratados con CBD con respecto a los 
tratados con vehículo (Fig. 19A). Adicionalmente, se evaluó el factor de proliferación celular 
Ki67, apreciándose un aumento de su expresión en el estrato basal de la epidermis de ratones 
Figura 18. CBD induce la expresión de 
CK16. A. Dosis-respuesta a las 24 h de los 
niveles de proteína CK16 en células HaCaT 
estimuladas con CBD a 10 µM mediante 
Western Blot. La proteína α-Tubulina fue 
utilizada para la normalización y la 
cuantificación se realizó con el software 
ImageJ. B. Análisis de expresión de ARNm en 
queratinocitos primarios tratados con CBD (10 
µM), n=3. C. Análisis de expresión de ARNm 
de secciones de piel de ratones BALB/c 
tratados con vehículo (n=3) o CBD al 1 % 
(n=6) durante 5 días. Ambas gráficas muestran 
la expresión relativa de ARNm de CK16 
obtenido mediante RT-qPCR de la media de 
las réplicas ± DE. **p<0.01 indica las 
diferencias significativas entre el tratamiento 
con CBD y el control. D. Inmunohistoquímica 
de CK16 en secciones de piel de ratones 
BALB/c tratados tópicamente a las dosis de 
CBD indicadas o con vehículo durante 5 días. 
Imágenes adquiridas con el microscopio Leica 
DM2000 con una amplificación de 4x 





que habían sido tratados tópicamente con CBD como se puede comprobar en las imágenes de la 
figura 19B.   
En definitiva, nuestros resultados muestran que el CBD tiene un potente efecto 
antioxidante a través de la modulación de proteínas y genes relacionadas con la vía 
NRF2 y MAFB y, además, promueve cambios morfológicos en la piel que podrían 
mejorar la barrera epidérmica, haciendo que sea una molécula prometedora para el 
tratamiento de patologías dermatológicas. 
Figura 19. CBD induce diferenciación epidérmica en la piel de ratones BALB/c tratados tópicamente con 
CBD. Las imágenes fueron adquiridas con el microscopio Leica DM2000 con una amplificación de 4x 
(izquierda) y 10x (derecha) correspondiente a cortes histológicos de piel de animales tratados con vehículo o 
CBD al 0.1 % y al 1 %. A. Tinción de hematoxilina-eosina. B.  Inmunohistoquímica con Ki67. 
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3. Combinaciones basadas en CBD para el tratamiento de patologías de la piel 
Los datos obtenidos a partir de los estudios del efecto del CBD en proteómica y 
transcriptómica en queratinocitos primarios, junto con los resultados observados en los 
estudios histológicos en piel in vivo y las actividades biológicas en líneas celulares 
testadas en la plataforma SimDerma, postulan al CBD como un ingrediente prometedor 
para su uso tópico en patologías de la piel. 
 El objetivo siguiente fue desarrollar combinaciones con ingredientes naturales 
que incluyeran el CBD para su uso tópico, con el objetivo de paliar los síntomas 
derivados de la DA, acné e hiperpigmentación cutánea. Para ello, inicialmente se llevó a 
cabo el cribado de ingredientes testados en SimDerma con el fin de seleccionar aquellos 
que aporten actividades complementarias a las que presenta el CBD. 
3.1 Estudio de los efectos de la combinación C-DA para su potencial aplicación en 
la dermatitis atópica 
 Como se ha explicado previamente, la DA es un desorden caracterizado por 
inflamación de la piel, disrupción de la barrera cutánea y prurito. Por este motivo, se 
seleccionaron una serie de dianas biológicas contempladas en la plataforma SimDerma 
que fueran de interés como tratamiento de la DA. Dicha selección consistió en la 
búsqueda de ingredientes con actividad antioxidante, antiinflamatoria, de restauración 
de barrera cutánea y antipruriginosa.  
Desde el punto de vista experimental, para la selección de ingredientes 
candidatos de la plataforma de cribado SimDerma, se eligieron los ensayos de 
inhibición de la producción de ROS en queratinocitos y el ensayo DPPH para abarcar el 
problema del estrés oxidativo que se presenta en la DA derivado del contacto de la piel 
afectada con agentes irritantes, la exacerbada respuesta inmune y la peroxidación 
lipídica. Además, se seleccionó el ensayo anti-NF-κB en fibroblastos, ya que este factor 
nuclear regula la activación de genes de citoquinas proinflamatorias implicadas en DA. 
En este mismo contexto, existe una relación entre el aumento de la inflamación con los 
bajos niveles de PPARα, de tal modo que agonistas de PPARα reducen la inflamación 
asociada a DA, por este motivo, el agonismo de PPARα se introdujo como diana 
molecular para incluir en la búsqueda de ingredientes para la combinación de DA. 
PPARα también desempeña un papel importante en la regulación de la barrera 
epidérmica que se encuentra dañada en pacientes con DA. En este mismo sentido, se 
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incluyó la búsqueda de inductores de FLG cuyos niveles se encuentran disminuidos en 
áreas de tejidos afectadas con esta patología. Por último, incluido en la plataforma de 
cribado, se escogió el análisis de la actividad de TRPV-1 para buscar antagonistas de 
este receptor, con el objetivo de paliar el prurito asociado a DA. 
Una vez seleccionadas las dianas moleculares, se eligieron aquellos ingredientes 
que, a las dosis más bajas presentan una actividad potente. La combinación resultante 
para la DA se denominó C-DA (Tabla 6).   
Requisitos C-DA 




TRPV-1 Inductor FLG 
SC277   
SC200   
Cannabidiol  
SC155  
- Ingredientes que componen la combinación C-DA
SC277 es extracto de bulbo de la planta del narciso de manojo (Narcissus
tazetta). Sobre él, ya se ha reportado que presenta actividad antioxidante, cicatrizante e 
inductor de la proliferación (186, 187). Basándose en los resultados de SimDerma, fue 
seleccionado fundamentalmente por ser un potente inductor de la transcripción del gen 
de la FLG presentándose entre los 10 mejores ingredientes testados en dicha plataforma 
con una inducción de 4 veces sobre el control. Entre esta primera selección de 
ingredientes, se eligió finalmente por presentar la mayor actividad a la dosis más baja 
testada (1/1000) siendo esto relevante para evitar la citotoxicidad celular en la 
combinación final. Adicionalmente, se demostró que presenta actividad antiinflamatoria 
causada por la inhibición de la actividad transcripcional de NF-κB.  
El SC200 es un ingrediente extraído de la corteza del tallo del árbol Uncaria 
tomentosa comúnmente conocido como “uña de gato”. Estudios previos han demostrado 
que este extracto tiene capacidad antiinflamatoria, antimicrobina y antioxidante (188-
190). No obstante, la principal actividad por la que fue elegido para formar parte de C-
DA, fue por ser antagonista de TRPV-1, cuya actividad no ha sido descrita previamente, 
pero sí validada en SimDerma. Los datos mostraron que el SC200 revirtió al 100 % el 
efecto agonista de la capsaicina manteniéndose ese efecto a la dosis más baja a la que 
fue testado (1/1000). Además, aunque el SC200 no fue capaz de reducir ROS, mostró 




una actividad antioxidante superior al 60% en el ensayo de DPPH también a la dosis 
más baja testada (1/1000). 
SC155 es un activo extraído de los brotes de la alcaparra, Capparis spinosa. 
Sobre él, hay estudios que demuestran su actividad antiinflamatoria, antioxidante o 
antifúngica (191, 192). La inclusión de este extracto en C-DA se basó en su capacidad 
agonista de PPARα, siendo el tercer extracto con más actividad debido a que la dosis de 
1/100 indujo 54 veces sobre la inducción de PPARα en comparación con el control sin 
tratar. 
Una vez seleccionados los ingredientes de la plataforma SimDerma, se testaron 
individualmente con el objetivo de elegir aquellas dosis más bajas que mantuvieran la 
actividad para las que habían sido seleccionados. En la tabla 7 se indican las 4 dosis 
finales seleccionadas para cada ingrediente, asociándose la dosis C-DA.1 a la más 
concentrada y C-DA.4 a la menos concentrada. 
Dosis C-DA 
Estado del 
ingrediente C-DA.1 C-DA.2 C-DA.3 C-DA.4
SC277 Líquido 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 
SC200 Líquido 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000 
Cannabidiol (µM) Sólido 2.5 1.25 0.625 0.312 
SC155 Líquido 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 
3.1.1 C-DA presenta actividad antioxidante y reduce los niveles de ROS en 
queratinocitos 
Teniendo en cuenta la capacidad antioxidante del CBD que se había demostrado 
en los ensayos previos, se quiso comprobar si al combinarlo con los demás ingredientes 
(SC277, SC200 y SC155) esa actividad se mantenía o si por el contrario se vería 
afectada por interferencia con alguno de ellos.  
Para ello, en primer lugar, se realizó el ensayo acelular de DPPH. Como se 
observa en la figura 20, C-DA redujo significativamente un 17.3 % la actividad 
oxidante del DPPH a la dosis C-DA.1 y en un 15.9 % a la dosis C-DA.2. En este 
ensayo, el CBD de manera individual no mostraba actividad antioxidante previa y se 
siguió comportando de este modo. Por el contrario, el SC200 presentó una actividad 
Tabla 7. Dosis de cada ingrediente empleada para la combinación C-DA. 
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antioxidante del 15.4 % a la dosis de 1/2000. Inesperadamente, SC277 presentó una 
actividad antioxidante del 21.9 % de inhibición de oxidación a la dosis más elevada 
(1/800).  
A continuación, se analizó la capacidad de reducción de ROS en queratinocitos, 
los resultados mostraron que las concentraciones más altas, C-DA.1 y C-DA.2, fueron 
más eficaces inhibiendo la producción de ROS un 44.2 % y un 42.9 % respectivamente, 
mientras que C-DA.3 lo hizo en un 28.6 % y C-DA.4 en un 34.6 %. Cabe destacar que, 
aunque el SC200 y el SC155 no presentaron una actividad significativa en la producción 
de ROS, el SC277 inhibió la producción de ROS en todas sus dosis en torno a un 40 % 
y el CBD mostró su mayor inhibición a 2.5 µM µM (56.7 %) (Fig. 21A y B).  
Por lo tanto, la combinación C-DA tiene capacidad antioxidante sugiriendo un 
papel en la reducción del estrés oxidativo de la región de piel afectada por DA. 
Figura 20. Efecto antioxidante de C-DA. Modelo acelular basado en la reacción del radical libre estable DPPH 
(0.125 mM) con los ingredientes por separado y en combinación. Como control de inhibición de oxidación del 
experimento se utilizó Trolox (0.2 mM). La actividad antioxidante (%) se midió como absorbancia a 517 nm 
después de 30 min en oscuridad. Los datos muestran la media ± DE de al menos 3 experimentos independientes y 
están expresados como porcentaje de actividad oxidante, considerando los valores de DPPH como el 100 % de 
actividad. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el DPPH y las muestras de 
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3.1.2 C-DA es capaz de inhibir la transcripción de NF-κB inducida por TNF-α en 
fibroblastos 
Para paliar la inflamación que se origina durante la DA, se analizó si C-DA era 
capaz de reducir la transcripción de NF-κB inducida por TNF-α. 
Como se observa en la figura 22, C-DA.1 inhibe la transcripción de NF-κB en 
un 54.4 % con respecto al control positivo de inducción (TNF-α) mientras que el 
porcentaje desciende al 32.9 % a la dosis C-DA.2. Las dosis más bajas de la 
Figura 21. C-DA reduce los niveles de ROS en 
queratinocitos. Las células HaCaT fueron tratadas con los 
ingredientes por separado a las dosis correspondientes o bien 
en combinación. Transcurridos 20 min se añadió TBHP (400 
µM) incubando durante 3 h. Como inhibidor de oxidación se 
utilizó NAC (15 mM). La fluorescencia generada por la 
sonda H2DCFDA (2 µM) se evaluó al IncuCyte ZOOM. A. 
Representación gráfica de los niveles de ROS expresado en 
porcentaje de producción incluyendo la media ± DE de al 
menos 3 experimentos independientes considerando los 
valores del TBHP como el 100 % de la producción de ROS. 
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias
significativas entre el TBHP y los ingredientes y C-DA. B.
Imágenes representativas adquiridas por IncuCyte ZOOM
(objetivo 4x) para cada dosis de C-DA en comparación con





combinación, así como el tratamiento individual con el SC200 y con el CBD son 
negativos para este parámetro. En cambio, SC277 sí mostró una inhibición clara de la 
activación de NF-κB a 1/800 y 1/1600 (50.7 y 31.2 %, respectivamente). Estos 
resultados evidencian que la combinación C-DA tiene actividad antiinflamatoria 
inhibiendo los niveles de NF-κB y por tanto, podría modular la expresión de citoquinas 
proinflamatorias que se encuentran aumentadas en DA. 
3.1.3 C-DA actúa como agonista de PPARα 
 Se buscó que C-DA fuera capaz de activar PPARα para reducir la inflamación 
producida en las lesiones de DA. Después de 6 h de tratamiento con los ingredientes 
individuales y con la combinación C-DA, se elucidó que la dosis más alta de C-DA 
inducía la actividad de PPARα en 4.4 veces con respecto al control, mientras que el 
resto de las dosis también mostraban inducción, pero mucho más atenuada. Entre los 
ingredientes individuales, sólo SC155 demostró actividad agonista para PPARα 
alcanzando 6.9 veces de inducción con respecto al control a la dosis de 1/500, mientras 
que el tratamiento de las células con el resto de las dosis provocaba inducciones 
mayores a 2 veces con respecto a las células no tratadas (Fig. 23). 
Figura 22. Efecto antiinflamatorio de C-DA. Las células NIH3T3-KBF-Luc fueron preincubadas con los 
ingredientes por separado o en combinación a las dosis determinadas durante 20 min. A continuación, se añade 
TNF-α (30 ng/ml) como inductor de NF-κB y se incuba durante 6 h, midiendo la luminiscencia (RLU) con el 
lector Berthold TriStar2. Es representado como la media del porcentaje de actividad transcripcional de NF-κB ± 
DE obtenida de al menos 3 experimentos, asignando el valor del 100 % de actividad al TNF-α. **p<0.01; 
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Este resultado sugiere que la actividad agonista de PPARα en la combinación C-
DA es aportada por el ingrediente SC155, y esta podría reducir la inflamación en las 
lesiones asociadas a la DA después de su aplicación tópica sobre esas áreas. 
 
3.1.4 Actividad antagonista para TRPV-1 de la combinación C-DA  
 La activación de TRPV-1 está asociada al picor, siendo el síntoma principal y 
más oneroso de la DA. Además, estudios previos han demostrado que antagonistas de 
TRPV-1 mejoran los daños de la barrera epidérmica (193). Por consiguiente, se buscó 
que la combinación C-DA tuviera capacidad antagonista para TRPV-1 con el fin de 
disminuir los síntomas previamente descritos.  
Para evaluar el antagonismo de TRPV-1, las células que fueron tratadas con 
capsaicina mostraron una disminución de la viabilidad provocada por la alteración de la 
membrana plasmática debido a la entrada de Ca2+. La capsazepina, un antagonista de 
TRPV-1, impide que se produzca dicha citotoxicidad manteniendo la viabilidad a 
niveles similares al de las células no tratadas. 
Figura 23. Efecto de C-DA sobre el receptor PPARα. Las células 293T fueron transfectadas con los plásmidos 
PPARα y Gal4-Luc con PEI. Fueron estimuladas con los ingredientes a las dosis indicadas empleando el agonista 
de PPARα WY14643 (5 µM) como control. Pasadas 6 h de incubación, las células se lisaron y se midieron por 
luminiscencia (RLU) con el lector Berthold TriStar2. La actividad transcripcional de PPARα se expresa en veces 
de inducción sobre el control de la media ± DE de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01; 
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 En este contexto, C-DA se comporta del mismo modo que la capsazepina 
recuperando la viabilidad de las células en todas sus dosis empleadas. Dicha actividad 
viene dada por el SC277, puesto que de forma individual se comporta del mismo modo, 
es decir, elevando la viabilidad celular en torno al 100 %. El resto de los ingredientes no 
fueron capaces de revertir el efecto de la capsaicina por lo que no se comportan como 
antagonistas de TRPV-1 (Fig. 24).   
Por tanto, la presencia del extracto de narciso (SC277) aporta a la fórmula C-DA 
un efecto de antagonismo de TRPV-1 que podría mejorar el prurito asociado a la DA.  
3.1.5 C-DA induce la transcripción del gen de la FLG en queratinocitos 
 La FLG mantiene la homeostasis en la barrera cutánea y es una proteína que se 
ve disminuida en las zonas de la piel afectada por DA. Por lo que, se persiguió que la 
combinación C-DA tuviese un efecto inductor sobre esta diana biológica.  
Para ello, los queratinocitos fueron tratados con los ingredientes y la 
combinación a las diferentes dosis durante 72 h. La figura 25 muestra como C-DA.1 
ejerce una inducción de 11.8 veces sobre las células no tratadas, y manteniendo una 
Figura 24. C-DA ejerce actividad antagonista sobre TRPV-1. Las células 293T-VR1 fueron tratadas con los 
controles de antagonismo de TRPV-1 (Capsazepina 10 µM) y agonismo (Capsaicina 1 µM) y las muestras a las 
dosis indicadas, en medio con YOYO-1 (0.1 µM). La fluorescencia fue medida después de 3 horas utilizando el 
equipo IncuCyte ZOOM y se normalizó la citotoxicidad añadiendo tritón X-100 (0.0625 %). Se representa como 
el porcentaje de viabilidad normalizado a partir de la fluorescencia de la media ± DE de al menos 3 experimentos 
independientes. ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el tratamiento con Capsaicina y los 
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actividad inductora de FLG de 6.7 veces a la dosis C-DA.2. Entre los ingredientes 
individuales, cabe destacar la actividad de SC277 que presenta 12.1 veces de inducción 
a la dosis de 1/800, 4.41 veces a la dosis 1/1600 y 2.38 veces a la dosis 1/3200. El resto 
de los ingredientes no ejercen inducción sobre la transcripción de la FLG (Fig. 25).  
A tenor de los resultados obtenidos, se observa que el ingrediente SC277 es el 
que aporta la actividad inductora de FLG a la combinación. La presencia de este efecto 
hace que C-DA sea un buen candidato como tratamiento tópico de la DA al mejorar el 
estado de la barrera epidérmica causada por los bajos niveles de FLG asociadas a 
mutaciones genéticas u otras causas.  
3.2 Efectos de C-AC para su potencial aplicación en acné 
 El acné es una patología de carácter inflamatorio cuya causa es una 
desregulación en la producción y composición del sebo. Esto desencadena en una serie 
de efectos como inflamación del área afectada, aumento del estrés oxidativo a 
consecuencia de la peroxidación de los lípidos que forman el sebo e infección 
bacteriana por parte de P. acnes. Considerando estos efectos, se realizó la combinación 
contra el acné, se seleccionaron de la plataforma de SimDerma los experimentos de 
Figura 25. C-DA activa la transcripción del gen de la FLG en queratinocitos. Las células HaCaT-FLG-Luc 
fueron estimuladas con las dosis indicadas de los ingredientes y de C-DA. Como inductor de FLG se empleó el 
CaCl2 (1.2 mM) incubándose durante 72 h. Los resultados se normalizaron con la lectura de proteínas mediante el 
método Bradford. La actividad transcripcional de FLG fue evaluada midiendo la luminiscencia (RLU) con el 
lector Berthold TriStar2. La actividad transcripcional de la FLG se expresa en veces de inducción sobre el control 
de la media ± DE de 3 al menos experimentos independientes. ***p<0.001 indica las diferencias significativas 
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DPPH, inhibición de ROS, anti-NF-κB e inductor de HIF-1α. Este último caso, fue 
seleccionado debido a que en la plataforma SimDerma no hay ningún experimento que 
aborde la actividad antimicrobiana como tal, pero se ha demostrado que HIF-1α en 
queratinocitos colabora en la respuesta inmune innata, estando relacionada con la 
expresión de proteínas pro-inflamatorias y NF-κB (194, 195). Por otro lado, se 
seleccionó el ensayo de cicatrización para ayudar a reducir el tiempo de curación de las 
heridas derivadas de los comedones formados en el acné. 
Siguiendo la misma metodología que para la combinación anterior, una vez 
seleccionadas las dianas moleculares se escogieron los ingredientes que presentaban una 
actividad más potente a la dosis más baja. La combinación de ingredientes resultantes 
para el tratamiento de los síntomas del acné se muestra en la tabla 8 y se denominó C-
AC.  
Requisitos C-AC 
Antioxidante Anti-NF-κB Inductor HIF-1α Cicatrización 
SC285    
SC185  
Cannabidiol  
- Ingredientes que componen la combinación C-AC
SC285 es un extracto procedente de las hojas verdes de la planta del té, Camellia
sinensis. Este extracto tiene un alto porcentaje del compuesto epigalocatequina galato 
sobre el cual existen estudios previos que describen su actividad fotoprotectora, 
cicatrizante, antioxidante y antiinflamatoria (196, 197). Los resultados obtenidos para 
esta diana en la plataforma de SimDerma demuestran que el ingrediente SC285 a la 
dosis de 100 µg/ml induce 16.2 veces los niveles de transcripción de HIF-1α en 
queratinocitos con respecto a las células sin tratar, siendo el tercer ingrediente con mejor 
actividad de los 386 testados para este experimento. A esta misma dosis, SC285 inhibió 
ROS al 100 % demostrando su potente actividad antioxidante e inhibió la transcripción 
de NF-κB en torno a un 50 % aportando actividad antiinflamatoria. En su conjunto, 
convirtió al ingrediente SC285 en esencial para el desarrollo de la combinación C-AC. 
El ingrediente SC185 es extraído de la planta Panax ginseng la cual ha sido 
utilizada en la medicina natural desde la antigüedad. Varios estudios demuestran que su 




principal componente son los ginsenoides los cuales presentan actividad antioxidante, 
inmunomoduladora, blanqueante y de restauración de la membrana cornificada (198-
200). La principal causa de su selección para formar parte de la combinación C-AC, fue 
su capacidad de cicatrización en queratinocitos observada en los resultados de la 
plataforma SimDerma, alcanzando un porcentaje superior al 50 % de cierre de la herida 
con 48 h de tratamiento. 
Cabe destacar, que siguiendo el mismo criterio que para otras combinaciones, se 
seleccionaron las dosis más bajas de cada ingrediente que respetara la actividad para las 
que habían sido seleccionados. Las dosis elegidas para cada ingrediente se representan 
en la tabla 9.  
3.2.1 La combinación C-AC muestra capacidad antioxidante e inhibitoria de ROS 
en queratinocitos  
Para acompañar a la actividad antioxidante descrita previamente del CBD, se 
analizó el efecto que tenía cuando se mezclaba en combinación con los ingredientes 
SC285 y SC185. 
Con el objetivo de dilucidar dicha actividad, en primer lugar, se realizó el ensayo 
de DPPH. La combinación C-AC fue capaz de revertir el efecto oxidante del DPPH a 
todas sus dosis, superando el 60 % de inhibición. Del mismo modo, el ingrediente 
SC285 inhibe más del 60 % en todas sus dosis, siendo valores próximos a los del Trolox 
(control positivo de antioxidación). Como se esperaba, ni el CBD ni el SC185 fueron 
capaces de revertir la actividad oxidante del DPPH de forma individual (Fig. 26). 
Teniendo en cuenta estos resultados, es el SC285 quien aporta el efecto antioxidante 
sobre DPPH en la combinación C-AC.  
Dosis C-AC 
Estado del 
ingrediente C-AC.1 C-AC.2 C-AC.3 C-AC.4
SC285 (µg/ml) Sólido 100 80 64 51.2 
SC185 (µg/ml) Sólido 125 100 80 64 
Cannabidiol (µM) Sólido 2.5 2 1.6 1.28 
Tabla 9. Dosis de cada ingrediente empleada para la combinación C-AC. 
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Posteriormente, se observó que la combinación C-AC tenía una alta capacidad 
de inhibir ROS a todas las dosis después de 3 h de tratamiento. De este mismo modo se 
comportó el ingrediente SC285, alcanzado la disminución máxima de ROS producido 
por TBHP. En cambio, el CBD, mostró una significativa reducción de ROS del 65.0 % 
a la dosis más elevada (2.5 µM) siendo su menor actividad a 1.28 µM con un 51.6 % de 
inhibición. Por el contrario, el ingrediente SC185 no presentó actividad inhibitoria 
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Figura 26. C-AC inhibe la oxidación ejercida por DPPH. Modelo acelular basado en la reacción de oxidación 
del radical libre estable DPPH (0.125 mM). El Trolox (0.2 mM) fue utilizado como control antioxidante del 
experimento. Los ingredientes que constituyen la combinación C-AC fueron testados por separado y en 
combinación, incubándose durante 30 min. La absorbancia fue cuantificada a 517 nm. Los datos muestran la 
media ± DE de al menos 3 experimentos independientes y están expresados como porcentaje de actividad 
oxidante, considerando los valores de DPPH como el 100 % de actividad. ***p<0.001 indica las diferencias 




3.2.2 El tratamiento con C-AC reduce la transcripción de NF-κB inducida por 
TNF-α en fibroblastos  
El carácter inflamatorio del acné se debe a niveles elevados del factor de 
transcripción NF-κB como causa principal de la infección por P. acnes. Por ende, se 
pretendió que la combinación C-AC inhibiera la activación de esta ruta molecular. Para 
ello, se evaluó la actividad transcripcional de NF-κB en fibroblastos mediante 
luminiscencia. La figura 28 muestra que con la dosis de la combinación C-AC.1 hay 
Figura 27. La combinación C-AC inhibe la producción 
de ROS en queratinocitos. Para la inducción de ROS en 
las células HaCaT se utilizó TBHP (400 μM), mientras 
que el NAC (15 mM) se usó como control de anti-
oxidación. Los ingredientes que constituyen C-AC fueron 
testados por separado y en combinación a las dosis 
indicadas durante 3 h. La producción de ROS fue medida 
a través del IncuCyte ZOOM para la detección de la 
fluorescencia emitida por la sonda H2DCFDA (2 µM). A. 
Porcentaje de producción de ROS representando la media 
± DE de al menos una n=3 considerando los valores del 
TBHP como el 100 % de la producción de ROS. *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas 
entre el TBHP y las muestras de los ingredientes y C-AC. 
B. Imágenes representativas para cada dosis de C-AC en 
comparación con el control. Las imágenes fueron tomadas 






una inhibición del 73.3 % y con la dosis C-AC.2 es de un 65.9 %. Aunque con las dosis 
restantes hay una tendencia de inhibición, los resultados no son significativos 
estadísticamente. Individualmente, el ingrediente SC285 también muestra una 
inhibición de la transcripción de NF-κB del 61.7 % y 50.5 % a las dosis de 100 µg/ml y 
80 µg/ml, respectivamente. Contrariamente, los ingredientes SC185 y CBD no 
mostraton actividad inhibitoria en este ensayo. 
 A priori, se concluye que es el SC285 quien le está aportando la actividad anti-
NF-κB a la combinación C-AC, convirtiendo a esta combinación como un posible 
tratamiento para la reducción del componente antiinflamtorio asociado al acné. 
3.2.3 C-AC induce HIF-1α en queratinocitos favoreciendo la respuesta inmune 
 HIF-1α participa en la respuesta inmune de la piel a través de citoquinas que 
controlan la función pro-inflamatoria y la producción de péptidos antimicrobianos (126, 
201). Teniendo en cuenta esto, se planteó que inductores de HIF-1α reforzarían la 
protección inmunitaria a la combinación C-AC.  
Figura 28. C-AC reduce la inflamación a través de la inhibición de la transcripción de NF-κB. NIH3T3-
KBF-Luc fueron preincubadas con las dosis indicadas de los ingredientes por separado o en combinación durante 
20 min. La activación de NF-κB fue inducida al añadir TNF-α (30ng/ml) e incubar durante 6 h. La actividad 
transcripcional fue medida como luminiscencia (RLU) utilizando el lector Berthold TriStar2. Datos expresados 
como la media del porcentaje de actividad transcripcional de NF-κB ± DE obtenida de al menos 3 experimentos, 
asignando el valor del 100 % de actividad a los valores alcanzados por el TNF-α. *p<0.05; **p<0.01 indica las 







































































































 La actividad transcripcional de HIF-1α está inducida por la combinación C-AC a 
todas sus dosis, alcanzando 14.4 veces de inducción con el tratamiento de la dosis más 
alta de la combinación (C-AC.1) sobre el control de células no tratadas, con las dosis C-
AC.2 y C-AC.3 las veces de inducción fueron 12.9 y 9.8, respectivamente. En cuanto a 
la actividad de los ingredientes por separado, como se observa en la figura 29, sólo el 
SC285 fue capaz de inducir la actividad transcripcional de HIF-1α a todas sus dosis, 
alcanzando la inducción máxima de 23.1 veces sobre las células no tratadas (a la dosis 
de 80 µg/ml) y una inducción mínima de 11.3 veces con la dosis más baja testada (51.2 
µg/ml). 
  Por lo tanto, ya que ningún otro ingrediente presenta actividad inductora sobre 
HIF-1α, se puede concluir que es el ingrediente SC285 quien le está otorgando dicha 
actividad a la combinación C-AC para la aplicación sobre lesiones de acné. 
3.2.4 El extracto de Panax ginseng actúa como cicatrizante en queratinocitos  
 El objetivo de buscar un ingrediente que mejorara la cicatrización fue restaurar 
las lesiones dérmicas que aparecen en el acné. En el ensayo de cicatrización se observó 
que el extracto SC185 fomentaba la cicatrización en queratinocitos al haber un 71.85 % 
Figura 29. Inducción de HIF-1α causado por el tratamiento con la combinación C-AC. HaCaT-EPO-Luc 
fueron tratadas con los ingredientes por separado y en combinación durante 6 h. DFX (150 µM) fue empleado 
como inductor de HIF-1α. La luminiscencia (RLU) fue medida por el lector Berthold TriStar2 cuyos resultados 
fueron representados como la media de la actividad transcripcional de HIF-1α ± DE, n=3. Actividad expresada en 
veces de inducción sobre las células sin tratar. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias 


























































































































de confluencia en la herida a 48 h a la dosis de 100 µg/ml, mientras que en las células 
sin tratar es de un 9.8 % y el tratamiento con el control positivo (FBS) alcanzaba el 97.8 
% de confluencia. En cambio, este efecto no se percibe en la combinación C-AC a 
ninguna de sus dosis obteniéndose valores con porcentajes similares a los de las células 
sin tratar (Fig. 30). 
 Por tanto, no se puede concluir que la combinación C-AC mejore la 
cicatrización a pesar de contener el ingrediente de SimDerma con mayor actividad para 
los ensayos de cicatrización de heridas en queratinocitos. 
3.2.5 CBD inhibe el crecimiento de P. acnes, mientras que la combinación C-AC 
reduce los efectos derivados de la infección por P. acnes al inhibir la actividad de la 
enzima hialuronidasa  
Dado que durante el desarrollo del acné tiene una rol fundamental la infección 
con P. acnes, se quiso evaluar la actividad antimicrobiana del CBD sobre esta bacteria. 
Como se observa en la tabla de la figura 31A, el CBD tiene una concentración mínima 
inhibitoria (CMI) de 3.1 µM, mientras que después de incubar durante 7 horas se 
determinó que la concentración mínima bactericida (CMB) es superior a 25 µM, es 
decir, que para observarse una disminución del 99.9 % de las unidades formadoras de 
Figura 30. SC185 induce cicatrización en queratinocitos, pero C-AC no mantiene esta actividad. Se realizó 
la herida en la monocapa de células HaCaT con el dispositivo Wound Maker y, posteriormente, se estimuló las 
células en medio sin FBS con la combinación C-AC y con el ingrediente SC185. El FBS fue utilizado como 
inductor de cicatrización. Las imágenes fueron obtenidas y analizadas por el IncuCyte ZOOM cada 3 h durante 
48 h. Representación de la media del porcentaje de confluencia de 3 experimentos independientes ± DE. *p<0.05; 
***p<0.001 indica las diferencias significativas entre las células no tratadas y los tratamientos.  














































colonias (UFC) se necesitaría aplicar una dosis de CBD superior a 25 µM (dosis más 
alta testada). 
 Previamente, se ha descrito que P. acnes expresa la enzima hialuronidasa, la 
cual degrada el ácido hialurónico, un componente esencial de la matriz extracelular que 
permite la fluidez y lubricación de las uniones dérmicas (127). Por este motivo, la 
actividad de dicha enzima fue evaluada. La figura 31B muestra que la combinación C-
AC es capaz de inhibir la actividad enzimática de manera dosis-dependiente, alcanzando 
una inhibición de la hialuronidasa del 67.5 % a la dosis más alta (C-AC.1), un 62.7 % 
con C-AC.2, una inhibición del 59.1 % por el tratamiento con C-AC.3 y un 45.0 % con 
C-AC.4. En cambio, cuando se testaron los ingredientes individualmente, se observó 
Figura 31. Actividades para la neutralización del efecto de P. acnes. A. CMI es calculada después del análisis 
de la turbidez de pocillos inoculados con P. acnes y con diferentes dosis de CBD. CMB es calculado como la 
concentración de CBD a la que debe inhibir el número de UFC en un 99.9 % después de 6-7 h de incubación. B. 
Mezcla de la enzima hialuronidasa con las diferentes dosis de ingredientes de manera individual o en 
combinación. Después de 10 min, se añadió 0.3 % de ácido hialurónico (AH). Tras la incubación durante 45 min, 
se mezcló con una solución de albúmina ácida durante 10 min. La absorbancia fue medida a 600 nm. El 
porcentaje de la actividad hialuronidasa fue calculado teniendo en cuenta el coeficiente de extinción (14.84) y el 
factor de dilución (1.33) de la enzima, representando la media del porcentaje de actividad de la enzima ± DE 
obtenida de 3 experimentos. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el control 





que sólo el ingrediente SC285 (100 µg/ml) y SC185 (125 µg/ml) mostraban inhibición 
significativa de la actividad enzimática siendo de 37.9 % y 44.2 % respectivamente. 
 Cabe destacar, que la combinación de ingredientes con finalidad antiacné 
muestra una inhibición de hialuronidasa muy potente puesto que ninguno de los 
ingredientes por sí solos tienen una inhibición tan evidente. Por tanto, la combinación 
C-AC podría ser una buena opción terapéutica para su uso tópico en las lesiones de acné 
con el fin de reducir la degradación de ácido hialurónico por parte de P. acnes.  
3.3 La combinación C-HP inhibe la hiperpigmentación de la piel 
 Los trastornos hiperpigmentarios se desencadenan por alteraciones en la síntesis 
o acumulación de melanina. Esta es la razón, por la cual se seleccionaron una batería de 
experimentos de la plataforma de cribado SimDerma que incluyen el estudio de rutas 
moleculares relacionadas con el proceso de melanogénesis.  
Teniendo en cuenta lo anterior, se eligieron los ensayos de inhibición de la 
producción de melanina y la inhibición de la actividad de la enzima tirosinasa, la cual es 
la principal enzima implicada en la síntesis de melanina. Además, debido a que la 
radiación UV induce la producción de ROS y, por tanto, las células responden 
aumentando la producción de melanina para disminuir ese estrés oxidativo ocasionado, 
es fundamental la búsqueda de ingredientes que disminuyan la inducción de ROS. Por 
último, se seleccionó el ensayo de autofagia para el cribado de ingredientes, ya que hay 
estudios que demuestran que desempeña un papel relevante en el control de la 
melanogénesis y la regulación de los melanosomas. 
El método de selección de los ingredientes fue el mismo que se empleó para las 
combinaciones anteriores (C-DA y C-AC). De tal modo que, se eligieron aquellos 
ingredientes que a dosis más bajas presentaban una actividad potente. La combinación 
resultante para el tratamiento de las alteraciones hiperpigmentarias se denominó C-HP 
(Tabla 10).   




melanina Antioxidante Autofagia 
SC161         
Cannabidiol      
SC502       
Tabla 10. Selección de ingredientes según su actividad como candidatos para la combinación C-HP frente 
a la hiperpigmentación. 
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- Ingredientes integrantes de la combinación C-HP
SC161 es un extracto de la planta de Coriandrum sativa, comúnmente conocida
como cilantro o perejil chino. Estudios previos demuestran que el extracto de coriander 
tiene un efecto protector frente a la radiación UV, disminuyendo ROS y la inflamación 
(202-204). Además, también se ha estudiado el carácter antimicrobiano del aceite puro 
extraído de esta planta (205). Analizando los resultados obtenidos para este extracto en 
la plataforma SimDerma, se observó que el SC161 es uno de los ingrediente más 
potentes, siendo capaz de inhibir la enzima tirosinasa en un 89.1 % y la producción de 
melanina en un 69.6 % a dosis bajas (1/1000). Este extracto destaca también por ser 
capaz de inhibir la producción de ROS en queratinocitos e inducir autofagia muy 
ligeramente (2.3 %).  
El ingrediente SC502 es un extracto aislado de la corteza del árbol Pinus 
radiata. Previamente se ha descrito su actividad antioxidante y antialérgica promovido 
por su alto contenido en polifenoles (206, 207). Los resultados obtenidos en SimDerma 
muestran que, a la dosis de 1/1000, posee una potente inducción del proceso de 
autofagia (100 %) y corrobora su poder antioxidante al encontrarse una inhibición de la 
producción de ROS superior al 50 %. 
Como se muestra en la tabla 11, se seleccionaron las dosis indicadas para la 
combinación C-HP, concretamente, 3 dosis que de la más concentrada a la menos, se 
denominaron C-HP.1, C-HP.2 y C-HP.3. 
Dosis C-HP 
Estado del 
ingrediente C-HP.1 C-HP.2 C-HP.3
SC161 Líquido 1/2000 1/4000 1/8000 
Cannabidiol (µM) Sólido 2.5 1.25 0.625 
SC502 Líquido 1/2000 1/4000 1/8000 
3.3.1 C-HP disminuye la producción de melanina e inhibe la tirosinasa  
La disminución de la melanina puede ser causada por la regulación negativa de 
la melanogénesis a diferentes niveles de la ruta molecular. En primer lugar, se 
determinó el contenido de melanina en melanocitos B16. Como inductor de 
melanogénesis se empleó el IBMX, y se estudió el efecto que causaba el tratamiento 
con los ingredientes por separado y en combinación a dos dosis (C-HP.2 y C-HP.3). Los 





resultados mostraron como los ingredientes de manera individual no mostraban una 
disminución significativa en la producción de melanina, en cambio, el tratamiento con 
C-HP.2 generó una reducción de la melanina del 54.2 %, siendo incluso superior a la 
que presentaba el ácido kójico (AK) (Fig. 32A).  
A continuación, se analizó el efecto que tenían los ingredientes de manera 
independiente y en combinación sobre la actividad de la enzima tirosinasa en 
melanocitos a los que se había inducido la melanogénesis con IBMX (Fig. 32B). De 
manera similar a lo que se observó en la producción de melanina, ninguno de los 3 
Figura 32. C-HP reduce la pigmentación en 
melanocitos. Las células B16 4A5 fueron tratadas 
con IBMX (0.1 mM) induciendo la melanogénesis 
y con los ingredientes por separado y en 
combinación durante 72 h. AK (2 mM) fue usado 
como inhibidor de la melanogénesis. A. 
Producción de melanina. B. Actividad tirosinasa. 
En ambos experimentos, los parámetros indicados 
se evaluaron por medición de la absorbancia 
mediante el lector TECAN Genious Pro. En ambas 
gráficas a los valores obtenidos del tratamiento con 
IBMX se le asoció el 100 % de la producción de 
melanina o actividad tirosinasa, respectivamente. 
Los datos representan la media ± DE de 3 
experimentos independientes. **p<0.01; 
***p<0.001 indica las diferencias significativas 
entre el IBMX y las muestras de los ingredientes y 
C-HP. C. Se analizó la expresión proteica de la 
enzima Tirosinasa, MITF, TRP1 y TRP2 mediante 
Western Blot, a tres dosis de la combinación C-HP 
durante 72 h. La α-Actina fue utilizada para 





ingredientes producía inhibición de la actividad de la enzima de forma individual, sin 
embargo, sí se observaba una inhibición del 58.2% cuando se combinaban entre ellos a 
la dosis más alta (C-HP.2). 
Por último, se decidió cuantificar los niveles de expresión de proteínas clave en 
el proceso de melanogénesis tras el tratamiento con la combinación C-HP. Como se 
muestra en la figura 32C, todas las dosis de la combinación provocaron la inhibición de 
la expresión de la enzima tirosinasa, siendo muy acusada a la dosis más concentrada (C-
HP.1). Por el contrario, no se observaron cambios significativos sobre la expresión de 
las proteínas MITF, TRP1 o TRP2 las cuales también participan en el proceso de 
melanogénesis. 
Por tanto, la disminución de la producción de melanina que ejerce C-HP parece 
estar mediada por la inhibición de la enzima tirosinasa lo que conlleva a una reducción 
de la síntesis de melanina.  
3.3.2 C-HP es capaz de inhibir el estrés oxidativo en queratinocitos 
Basándonos en el hecho de que las ROS favorecen la melanogénesis, se analizó 
el efecto que tenían los ingredientes por sí solos y en combinación sobre la producción 
de ROS. Al igual que ocurría en las combinaciones anteriores para DA y acné, el CBD 
presentó una potente inhibición de ROS, alcanzando unos valores de 82.6 y 40.2 % a la 
dosis de 1.25 y 0.625 µM, respectivamente. Por el contrario, SC161 y SC502, 
presentaron inhibición de la producción de ROS, pero en ambos casos no fue 
significativa. Cabe destacar, que con la combinación C-HP, por el contrario, mostró una 
potente reducción de ROS, al inhibir su producción en torno al 80 % tanto la 
concentración C-HP.2 como la C-HP.3 (Fig. 33). 
Por consiguiente, C-HP ejerce un efecto antioxidante que podría favorecer la 








3.3.3 Inducción de la autofagia después del tratamiento con C-HP 
Como consecuencia de la relación encontrada entre la autofagia y la 
pigmentación, se optó por analizar cómo afectan los ingredientes de manera 
independiente y en combinación en las células HaCaT sobre este proceso. 
De nuevo, los resultados mostraron que los ingredientes por separado no 
activaron de forma significativa la autofagia, pero esto sí se observaba 
cuando los queratinocitos eran tratados en combinación a la dosis de C-
HP.2 (Fig. 34). 
Figura 33. La combinación C-HP reduce la formación de ROS en queratinocitos. Las dosis seleccionadas de 
SC161, CBD y SC502 fueron testados por separado y en combinación durante 3 h en células HaCaT. TBHP (400 
μM) y NAC (15 mM) fueron empleados como inductor e inhibidor de ROS, respectivamente. La producción de 
ROS fue evaluada por fluorescencia de la sonda H2DCFDA (2 µM) mediante el IncuCyte ZOOM. A. Porcentaje 
de producción de ROS considerando los valores del TBHP como el 100 %. Los resultados muestran la media ± 
DE de una n=3. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el TBHP y los 
ingredientes separados o en combinación. B. Imágenes obtenidas de la producción de ROS inducida por TBHP 






  3.3.4 Efecto despigmentante del tratamiento tópico con C-HP 
 Por último, se realizó un estudio de eficacia en 20 voluntarios a los que se aplicó 
de manera tópica una crema basada en C-HP durante 56 días. Los resultados 
demostraron que el tratamiento con la crema reducía el área total de manchas oscuras en 
un 4.5 y 8.5 % después de uno y dos meses de tratamiento, respectivamente (Fig. 35A). 
En el mismo sentido, se observó una reducción del total de manchas oscuras de un 5.6 y 
11.2 % en los días 28 y 56 del tratamiento, respectivamente (Fig. 35B). También hubo 
una disminución en el contraste de color entre las regiones hiperpigmentadas y las no 
hiperpigmentadas en un 19.8 y un 31.3 % (día 28 y 56, respectivamente), de tal forma 
que, cuanto menor es el contraste, mayor fue la uniformidad del color de la piel (Fig. 
35C y D).  
 
Figura 34. Inducción de autofagia en queratinocitos producido por el tratamiento con la combinación C-
HP. Las células HaCaT fueron tratadas con los ingredientes por separado y en combinación durante 48 h. El 
Verapamil (10 μM) fue utilizado como inductor de autofagia. La activación de la autofagia fue evaluada 
mediante la emisión de fluorescencia de la sonda CYTO-ID a través del IncuCyte ZOOM. A. Porcentaje de 
inducción de autofagia considerando los valores del Verapamil como el 100 % de activación. Los datos 
representan la media ± DE de 3 experimentos independientes. ***p<0.001 indica las diferencias significativas 
entre las células no tratadas y las tratadas. B. Imágenes representativas obtenidas por IncuCyte ZOOM (objetivo 






 En la figura 36 se muestra las imágenes obtenidas del voluntario 20 antes y 
durante el tratamiento con la crema de C-HP. Como se puede observar, en el día 28 ya 
se discierne un efecto despigmentante causado por el tratamiento, que se acentúa en la 
finalización de este. 
 A tenor de los resultados mostrados, los efectos de C-HP son prometedores para 
el tratamiento de patologías cuyos síntomas produzcan un aumento de la pigmentación 
cutánea. 
 
Figura 35. Efecto despigmentante de C-HP formulado en crema sobre la piel. Se evaluó la piel de 20 
voluntarios antes del tratamiento (día 0) y después de 28 y 56 días de tratamiento. A. Estimación del área total de 
manchas oscuras en la región analizada. B. Evaluación del número total de manchas oscuras. C. Contraste de 
color entre la piel normal y las manchas oscuras. D. Análisis de la uniformidad del color entre la piel normal y el 
color de la mancha oscura. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el día 0 y el 
tratamiento con C-HP a 28 o 56 días.  
Resultados 
127 
Figura 36. Evolución de las manchas oscuras después de la aplicación tópica de C-HP en crema. Evaluación 
al inicio de tratamiento (día 0) y después de 28 y 56 días de tratamiento. Imágenes correspondientes al voluntario 
20 obtenidas con Bio Blue Light Scanner. 

4. Efecto de las estrigolactonas sobre
los principales procesos biológicos






4.1 Estudio de los efectos del estrigol y sus derivados sobre dianas biológicas de 
interés dermatológico 
 Se realizó un primer cribado de 26 derivados del estrigol, cuyas fórmulas 
químicas se muestran en la figura 37A, para analizar los efectos sobre las dianas NRF2, 
NF-κB y STAT3, calculando su EC50 o IC50 para realizar una comparativa entre los 
diferentes compuestos y seleccionar los más potentes (Fig. 37B). 
Figura 37. Actividades biológicas del estrigol y sus derivados. A. Fórmulas químicas. B. Tabla comparativa 
con la EC50 para la inducción de NRF2 y la IC50 para la inhibición de NF-κB y STAT3 resultantes de 3 
experimentos independientes.  
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De los resultados obtenidos, cabe destacar que, el derivado con los efectos más 
relevantes en los tres parámetros fue el compuesto 14. Al igual que el estrigol, presenta 
un EC50 sobre NRF2 de 1.2 µM, mientras que, incluso mejora los valores obtenidos por 
el estrigol en NF-κB y STAT3 resultando unos IC50 de 7.9 µM y 32.36 µM, 
respectivamente. Por ese motivo, se seleccionó como molécula más relevante para 
estudiar en detalle sus efectos biológicos. 
4.2 El estrigol y el compuesto 14 poseen efecto antioxidante en queratinocitos 
Para evaluar si el estrigol y el compuesto 14 protegen frente al estrés oxidativo, 
se analizó los efectos dosis-respuesta sobre la actividad transcripcional de NRF2 y la 
producción de ROS en queratinocitos (Fig. 38). 
Como se puede observar, ambos ingredientes indujeron de forma dosis-
dependiente la transcripción de NRF2, siendo este efecto mayor en el estrigol a las dosis 
Figura 38. Efecto antioxidante del estrigol y el 
compuesto 14 en queratinocitos. A. Actividad 
transcripcional de NRF2 analizada en las células HaCaT-
ARE-Luc estimuladas con las dosis indicadas de estrigol y 
el compueso 14 durante 6 h. El TBHQ (20 µM) fue 
utilizado como inductor de NRF2. La luminiscencia 
(RLU) fue medida con el lector Berthold TriStar2 y los 
resultados fueron expresados como el porcentaje de 
actividad transcripcional de NRF2 ± DE, de la media de 3 
experimentos independientes. *p<0.05; ***p<0.001 indica 
las diferencias significativas entre las células no tratadas y 
los tratamientos. B. Imágenes representativas de las 
células HaCaT adquiridas con el equipo IncuCyte ZOOM 
(objetivo 4x) mostrando la producción de ROS después de 
su inducción con TBHP (400 µM) y el tratamiento con 
estrigol y el compuesto 14 durante 3 h.  
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más elevadas  en comparación con el compuesto 14 (Fig. 38A). Seguidamente, se 
evaluó si ambas moléculas eran capaces de reducir los niveles de ROS que se 
encontraban inducidos por TBHP en las células HaCaT. Como se aprecia en las 
imágenes, tanto el estrigol como el compuesto 14 fueron de capaces reducir la 
formación de ROS inducida por TBHP (Fig. 38B).  
Por tanto, ambos compuestos muestras propiedades antioxidantes, reduciendo el 
estrés oxidativo generado en los queratinocitos. 
4.3 El compuesto 14 posee efectos antiinflamatorios 
Debido a los resultados obtenidos en el primer cribado (Fig. 37B), se decidió 
evaluar en detalle los efectos del compuesto 14 sobre el mecanismo molecular de 
activación de NF-κB (Fig. 39). 
Para ello, se comparó los efectos del estrigol y el copuesto 14 sobre la actividad 
transcripcional de NF-κB en fibroblastos. Los resultados demostraron que el estrigol no 
tiene ningún efecto sobre esta actividad transcripcional, mientras que, el compuesto 14 
causó la inhibición de NF-κB en un 60.6 % y un 34.4 % a las dosis de 10 y 5 µM, 
respectivamente (Fig.39A). 
Acto seguido, se estudió el efecto del compuesto 14 sobre la actividad quinasa 
de IKKβ e IKKα. Para ello, se llevo a cabo la co-transfección con el plásmido KBF-Luc 
bien con IKKβ, o bien, con IKKα en las células 293T. Como muestra la figura 39B, el 
compuesto 14 fue capaz de inhibir de manera significativa la actividad quinasa de IKKβ 
a la dosis de 10 µM, a diferencia de la actividad quinasa de IKKα, donde no mostró 
ningún efecto inhibitorio (Fig. 39C). 
Además, se determinó los niveles de expresión de proteínas claves en esta ruta 
molecular de activación, cuya cuantificación reveló la inhibición de la expresión de las 
formas fosforiladas para NF-κB/p65 e IκBα a las dosis más elevadas (Fig. 39D). 
Por tanto, el compuesto 14 es capaz de inhibir la actividad quinasa de IKKβ, 
produciendo la inhibición de la fosforilación de IκB-α, que a su vez, inhibe la activación 
de NF-κB.  
En conclusión, el compuesto 14 mejora los efectos biológicos del estrigol, 
haciéndole un candidato prometedor para el tratamiento de enfermedades de la piel que 
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cursen con estrés oxidativo e inflamación como es el caso de la dermatitis atópica o el 
acné, entre otras.  
Figura 39. Efecto antiinflamatorio del compuesto 14. A. Las células NIH3T3-KBF-Luc fueron pre-incubadas 
con TNF-α (30 ng/ml) y luego se estimularon con el estrigol y el compuesto 14 a las dosis indicadas durante 6 h. 
La luminiscencia (RLU) fue medida utilizando el lector Berthol Tristar2. Los resultados son expresados como 
porcentaje de actividad transcripcional de NF-κB considerando los valores de TNF-α como 100 %. *p<0.05; 
***p<0.001 indica las diferencias significativas entre el TNF-α y los tratamientos. B y C. Las células 293T 
fueron co-transfectadas con los plásmidos KBF-Luc e IKKβ (B) o IKKα (C). Después de 24 h fueron estimuladas 
con el compuesto 14 a las dosis indicadas durante 6 h. La luminiscencia (RLU) fue medida con el lector de placas 
Berthold Tristar2. *p<0.05 indica las diferencias significativas entre las células no tratadas y el compuesto 14. 
###p<0.001 indica las diferencias significativas entre la expresión de NF-κB y la co-expresión de NF-κB con 
IKKβ. Los datos de las tres gráficas corresponden a la media de 3 experimentos independientes ± DE. D. Niveles 
de expresión de proteína total y fosforilada de NF-κB/p65 e IκBα normalizado con α-Tubulina, en células 
NIH3T3-KBF-Luc tratadas con TNF-α, mediante Western Blot tras el tratamiento con el compuesto 14. El 








Los desórdenes dermatológicos son un problema clínico muy común 
representando el 8.4 % de las consultas en Atención Primaria. En muchos casos, las 
afecciones de la piel afectan a la persona durante toda su vida desencadenando 
alteraciones psicológicas y físicas (208). Estos motivos son los que hacen que este tipo 
de afecciones supongan un desafío médico, que implica el desarrollo de nuevos 
tratamientos que mejoren sus síntomas. El resurgimiento de tratamientos basados en 
productos naturales está teniendo gran aceptación en el campo de la dermatología 
debido, fundamentalmente, a sus escasos efectos secundarios (145, 209).   
Existen muchos estudios que demuestran los efectos beneficiosos que los 
extractos de plantas ejercen sobre patologías de la piel como el de Arnica montana 
(argán) utilizado en la dermatitis de contacto o urticaria o el de Avena sativa frente a la 
irritación (210). Uno de ellos, muy ampliamente estudiado, es el Aloe vera, el cual se 
suele aplicar en gel de manera tópica, siendo capaz de reducir lesiones psoriáticas en un 
82.8 % después de 4 semanas de tratamiento (211). Además, ensayos in vitro 
demuestran que el A. vera induce la proliferación y migración de fibroblastos y 
queratinocitos, de tal modo que es capaz de acelerar la curación de heridas (212, 213). 
Por otro lado, desencadena protección frente a la radiación UV debido a la reducción de 
la fotooxidación de las membranas lipídicas (214). 
El uso de ingredientes naturales con fines medicinales se lleva realizando desde 
tiempos remotos. Los primeros escritos sobre plantas medicinales proceden de 
Mesopotamia (2600 a.C.) y comprendían en torno a 1000 medicamentos derivados de 
plantas representados en tabletas de arcilla (215). También se conserva el “Papiro 
Ebers” (1500 a.C.), el cual contenía más de 700 medicamentos de origen vegetal o 
animal para su uso médico demostrando el amplio conocimiento de los ingredientes 
naturales que ya había en la medicina egipcia (216). El uso medicinal basado en lo 
natural se desarrolló por las diferentes regiones en base a las plantas disponibles 
localmente, siendo las hierbas ayurvédicas en India y las combinaciones de hierbas 
desarrolladas como parte de la medicina tradicional en China los más conocidos (217). 
Fue en el siglo XIX cuando se empezó a estudiar de manera racional el uso de las 
plantas como tratamiento, entre ellos destaca Friedrich Sertürner el cual aisló del opio la 
morfina como analgésico e inductor del sueño (218). A partir de ese momento, fueron 
muchos los productos bioactivos que se aislaron de sus fuentes naturales abriéndose el 
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camino de las compañías farmacéuticas que facilitaron la fabricación de productos 
naturales a partir de síntesis química (219).  
Muchos extractos de plantas han sido utilizados y se siguen usando en la 
actualidad para el tratamiento de afecciones cutáneas. Uno de ellos es la sangre de 
drago, extraído de una planta de la Amazonia denominada Croton lechleri. Su salvia 
tiene propiedades vasoconstrictoras, antioxidantes, antimicrobianas y cicatrizantes y 
además, inhibe la proliferación de células T activas (220-225). Otro ejemplo, es el de la 
planta Centella asiática, de origen asiático, su extracto presenta actividades beneficiosas 
para la cicatrización, hidratación, antiinflamación, anti-prurito y antioxidante (226-228). 
Otro ingrediente natural muy conocido es la curcumina, extraído de la raíz de Curcuma 
longa originaria del suroeste de la India. Actualmente, la curcumina es muy utilizada 
porque presenta actividades anticancerígenas, fotoprotectoras, antioxidantes, 
antiinflamatorias y antimicrobianas (229-231). Además, el extracto de Arnica montana 
(argán) es utilizado en la dermatitis de contacto o urticaria y el extracto de Avena sativa 
frente a la irritación (210). Otro extracto, muy ampliamente estudiado, es el Aloe vera, 
el cual se suele aplicar en gel de manera tópica siendo capaz de reducir lesiones 
psoriáticas en un 82.8 % después de 4 semanas de tratamiento (211). Ensayos in vitro 
demuestran que el A. vera induce la proliferación y migración de fibroblastos y 
queratinocitos, de tal modo que es capaz de acelerar la curación de heridas (212, 213). 
Por otro lado, desencadena protección frente a la radiación UV debido a la reducción de 
la fotooxidación de las membranas lipídicas (214). 
Si bien se han adquirido evidencias experimentales para el uso de una gran 
variedad de ingredientes naturales a partir de estudios in vitro o in vivo, aún no se han 
verificado todos los mecanismos de acción y cada año se descubren nuevos 
ingredientes. En este contexto, la OMS ha incluido 21.000 plantas utilizadas para fines 
medicinales a nivel mundial (232).  
Con el objetivo de buscar ingredientes que pudieran tener actividad sobre rutas 
moleculares implicadas en alteraciones cutáneas, se desarrolló la plataforma SimDerma 
que incluye experimentos que sirven como modelos celulares para el estudio del efecto 
de ingredientes sobre la piel, para posteriormente, seleccionar de esos ingredientes 
aquellos con mayor actividad con el fin de desarrollar combinaciones de interés 
dermatológico. Es evidente, que los datos obtenidos a nivel de rutas moleculares en un 
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tipo determinado de línea celular y permite generar una idea de los posibles efectos que 
cada ingrediente podría ejercer en la piel como primera aproximación, no obstante, dado 
que la piel no es una monocapa celular sino un conjunto de interacciones entre células, 
inervaciones, vascularización y apéndices que se coordinan de manera precisa, sería 
necesario corroborar su eficacia a posteriori. Por ello, junto a los resultados generados 
en SimDerma se podrían añadir otras herramientas tales como plataformas para el 
cribado de fármacos mediante la implementación de bioimpresoras 3D, las cuales son 
capaces de crear secciones de piel formada por diferentes tipos celulares dispuestas en 
diferentes capas imitando de manera más fidedigna la morfología de la piel (233, 234).  
La plataforma SimDerma ha permitido realizar un cribado masivo de 
ingredientes y seleccionar los de mayor interés dermatológico. Posteriormente, los 
resultados obtenidos fueron corroborados por otros estudios científicos, o en algún caso, 
por ensayos en humanos, validando los datos de dicha plataforma de cribado. Entre 
todos los ingredientes testados, se focalizó la atención en el CBD y los derivados del 
estrigol, por su actividad antioxidante en el primer caso, y antioxidante y 
antiinflamatoria en el segundo. 
El efecto del CBD se estudió en queratinocitos primarios a nivel del 
transcriptoma y proteoma. Como era de esperar, el tratamiento con CBD indujo genes y 
proteínas que estaban implicadas en la ruta molecular antioxidante de Nrf2. El 
mecanismo de acción del CBD sobre Nrf2 en queratinocitos primarios no había sido 
descrito previamente, pero en un estudio realizado en colaboración con la Universidad 
de Dundee, se demostró que el CBD era un inductor de Nrf2 en queratinocitos. Esta 
activación podría deberse al efecto del CBD sobre las diferentes proteínas que regulan 
la expresión de Nrf2, una de ellas, es la potente inducción que ejerce el CBD sobre la 
degradación citosólica de Bach1, el cual tiene la función de unirse a las proteínas 
pequeñas Maf bloqueando la unión de Nrf2 a las mismas y por tanto, la transcripción de 
genes de respuesta a estrés oxidativo (155, 235). Otra consecuencia directa de la 
reducción de Bach1 por CBD es el incremento en la expresión de la proteína HMOX1, 
implicada en la degradación de hemo generando monóxido de carbono, biliverdina y 
bilirrubina que presentan actividades antiinflamatorias y antioxidantes (236). El 
aumento de la degradación de Bach1 permite que el heterodímero Nrf2-proteínas 
pequeñas Maf se una a las regiones MARE y se active la transcripción de HMOX1 
(237, 238). De hecho, los queratinocitos tratados con CBD analizados en los ensayos 
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transcriptómicos y proteómicos mostraron una inducción de HMOX1 en ambos casos. 
Además, estos resultados fueron ratificados también mediante el análisis de su ARNm y 
su expresión proteica a través de inmunohistoquímica, indicando que el CBD en 
queratinocitos actúa directamente sobre la ruta Bah1/Nrf2 pero no sobre la ruta clásica 
Keap1/Nrf2 (155). 
El tratamiento con CBD incrementó los niveles de expresión génica y proteica 
de SQSTM1/p62, de la misma manera que se detectó en los niveles de ARNm de 
queratinocitos, así como en la piel del modelo animal. De tal modo que, la disminución 
de Bach1 por CBD podría hacer que los heterodímeros Nrf2-Maf se unieran a la región 
MARE transcribiéndose genes como SQSTM1/p62. A su vez, esta proteína secuestraría 
a Keap1 liberando a Nrf2 para su translocación al núcleo y permitiendo su acción, 
creando un ciclo de retroalimentación positiva sobre Nrf2 cuya activación podría 
romperse por la degradación de p62 mediante autofagia (80, 239, 240).  
Por otro lado, se quiso evaluar si la inducción de HMOX1 y SQSTM1/p62 era 
debida a cambios de expresión en las proteínas pequeñas Maf, concretamente a MafB ya 
que inicialmente, resultó sobreexpresada en los análisis de transcriptómica y 
proteómica.  Así, se observó alteraciones en la expresión de algunos genes y proteínas 
relacionados con MafB destacando el aumento de la CK16 tanto en los datos 
transcriptómicos como proteómicos. Esta relación podría deberse a que se ha 
demostrado que MafB se encuentra activado en la diferenciación de queratinocitos. De 
hecho, un estudio realizado en ratones carentes de MafB (MafB -/-) mostró que tenían 
afectada la síntesis de profilagrina y disminuida la expresión de CK16. Además, 
también detectaron que en pacientes con DA MafB estaba reducido, así como los 
niveles de expresión de filagrina (185). Esta revelación llevó a plantear efectos del CBD 
sobre el proceso de diferenciación de los queratinocitos, cuya inducción se apreció en el 
ensayo de Ontología genética. En este caso, los incrementos de CK16 que se han 
observado a nivel proteico en HaCaT, ARNm en queratinocitos primarios y en el 
modelo animal, justifican la hipótesis de que el CBD podría estar favoreciendo la 
diferenciación gracias a la inducción de CK16. 
Asimismo, se evaluó cómo afectaba el CBD sobre la morfología y el proceso de 
diferenciación de queratinocitos de la epidermis de los ratones tratados, ya que hasta el 
momento, el estudio de los efectos de CBD sobre piel sana no había sido estudiado. En 
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primer lugar, se detectó un incremento del espesor de la epidermis tratada con CBD en 
la tinción de hematoxilina-eosina y en segundo lugar, se encontró un aumento del 
marcador de proliferación Ki67 en la capa basal de la epidermis de los animales tratados 
con este cannabinoide. Estos resultados sugieren que el CBD induce también la 
proliferación de los queratinocitos del estrato basal, coincidiendo que son ellos los que 
poseen capacidad mitótica y por tanto, favoreciendo el engrosamiento de la epidermis 
cuando esta se encuentre alterada por factores como la edad. De hecho, numerosos 
estudios de envejecimiento de la piel se centran en la recuperación del grosor de la 
epidermis que se encuentra disminuido mediante el uso de moléculas como el retinol 
(241). A diferencia de lo expuesto anteriormente, el uso del CBD estaría contraindicado 
en patologías donde hay un engrosamiento de la epidermis, como en el caso de la 
psoriasis o las cicatrices queloides. En este último caso, aunque es poco conocido, 
existe un incremento del grosor epidérmico no asociado a proliferación sino más bien a 
defectos de expresión de la loricrina, una proteína involucrada en diferenciación 
temprana, provocando una desorganización estructural del estrato córneo (242). En 
cambio, en la psoriasis, hay una hiperqueratosis de la epidermis caracterizada por 
inflamación, desregulación de la proliferación, diferenciación y descamación de los 
queratinocitos (243). A pesar de esto, existe un estudio que demuestra que debido a la 
capacidad antioxidante del CBD, se reduciría los efectos de la peroxidación lipídica así 
como el estrés oxidativo generado durante el tratamiento con radiación UV en pacientes 
con lesiones psoriáticas (244).  
Además de las actividades descritas para el CBD en la presente tesis, también 
existen otras con gran interés dermatológico que no han sido abordadas pero que han 
sido descritas en otros estudios. Por ejemplo, el CBD se caracteriza por su actividad 
antiinflamatoria ya que es capaz de reducir los niveles de citoquinas proinflamatorias 
como IL-1 o TNF-α (155, 245). En el mismo sentido, también se ha descrito su 
capacidad antiinflamatoria y sebostática en sebocitos a través del receptor A2a vía 
AMPc y del receptor TRPV-4, respectivamente (246). Por último, cabe destacar el 
efecto antimicrobiano del CBD por inhibición de liberación de las vesículas de 
membrana liberadas por bacterias Gram-negativa, mientras que, para bacterias Gram-
positiva también fue efectivo pero solo cuando se usaba en combinación con otros 






Por lo tanto, la aplicación traslacional del CBD debería ser sopesada para cada 
patología de la piel, ya que aunque tiene muchos efectos beneficiosos, todavía se conoce 
poco acerca de cómo podría afectar en otras rutas moleculares implicadas en la 
fisiología de los queratinocitos. 
Del mismo modo que en el CBD, los datos aportados por SimDerma 
demostraron un interesante efecto del estrigol sobre Nrf2. Esto derivó en el estudio de 
esta molécula y derivados con modificaciones específicas con el objetivo de encontrar 
nuevas moléculas con actividades más potentes que el estrigol (248). Para ello, se 
obtuvieron 26 derivados del estrigol que fueron testados en los ensayos de inducción de 
Nrf2 e inhibición de NF-κB y STAT3. De todos ellos, los compuestos 14 y 27 
mostraron, no solo que mantenían la actividad de Nrf2 que presentaba el estrigol, sino 
que eran activos para las otras dos actividades mencionadas anteriormente, a diferencia 
de la molécula de origen.  
Tanto el estrigol como el compuesto 14 fueron capaces de inhibir la producción 
de ROS en HaCaT lo cual, sumado al efecto sobre Nrf2 permitió concluir que son 
capaces de reducir el estrés oxidativo. Se desconoce el mecanismo por el cual esto 
sucede, abriéndose una línea de investigación similar a la que se realizó con el CBD 
para analizar el mecanismo de acción que ejerce sobre la ruta de Nrf2.  
En cambio, con los datos obtenido para la inhibición de NF-κB, se pudo concluir 
que el compuesto 14, pero no el estrigol, era capaz de inhibir la transcripción de NF-κB, 
por inhibición de IKKβ pero no de IKKα. IKKβ es la principal quinasa responsable de 
la activación canónica de NF-κB y su inhibición provoca que IκBα no se fosforile y por 
tanto, no se poliubiquitine evitándose su degradación por el proteosoma. Los resultados 
han evidenciado que los niveles de IκBα fosforilada estaban disminuidos, acumulándose 
IκBα total al no poder degradarse. Su mecanismo de acción sería similar al de otras 
moléculas ya descritas como el Crocin, un extracto de Gardenia jasminoide, el cual 
inhibe la fosforilación de IκBα, bloqueando la activación de NF-κB (249). Todo ello 
sugiere que el compuesto 14 podría actuar del mismo modo provocando que IκBα 
permanezca unido a NF-κB, impidiendo su liberación y por tanto, quedando retenido en 
el citoplasma de tal modo que no se puede translocar al núcleo ni unirse a las regiones 
del ADN promotoras de sus genes específicos (250). Por tanto, el compuesto 14 ejerce 





Dado que la investigación que hasta el momento existe sobre las estrigolactonas 
se ha centrado en los campos de la botánica y aplicación en agricultura, sus efectos en 
humanos son todavía muy desconocidos (251). Los escasos estudios se han enfocado en 
su efecto anticancerígeno en cáncer de mama y hepatocelular, mientras que no hay 
ninguna publicación relacionada con el área de dermatología (165, 166, 168). Es por 
este motivo, que los datos obtenidos durante el desarrollo de este trabajo son pioneros y 
abren un abanico de posibilidades para ampliar el conocimiento y convertir a las 
estrigolactonas en potenciales ingredientes para el tratamiento de enfermedades 
dermatológicas. 
Este hecho, fue determinante para seleccionar al CBD frente al compuesto 14 
para el desarrollo de las combinaciones, puesto que el CBD está aceptado para su uso en 
humanos y el conocimiento que se tiene sobre él lo abala. Como se ha mencionado 
anteriormente, aunque el CBD tiene efectos beneficiosos, es importante el análisis de 
este sobre cada patología en concreto. La finalidad de este trabajo ha sido el desarrollo 
de tres combinaciones enfocadas a tres tipos de alteraciones, la DA, el acné y los 
trastornos hiperpigmentarios teniendo en todas ellas el CBD como ingrediente común. 
No obstante, el desarrollo de nuevas combinaciones basadas en CBD frente a otras 
patologías como la fibrosis o la psoriasis está abierto en futuras investigaciones. 
La combinación C-DA mostró datos interesantes en los ensayos in vitro sobre 
dianas moleculares que estaban alteradas en DA. El componente inflamatorio de la 
enfermedad viene determinado por un aumento de las citoquinas proinflamatorias en la 
región afectada. Por ello, no es de extrañar que aplicar ingredientes naturales como el 
Crocin que es capaz de bloquear la vía NF-κB/STAT6 o el Pulegone (aceite esencial de 
la familia de las Labiadas) que suprime los niveles de citoquinas proinflamatorias a 
través de inhibición de la fosforilación de MAPK y degradación de IκBα mejoren los 
síntomas de la DA (249, 252). Siguiendo este mismo razonamiento, los efectos de 
inhibición de NF-κB tras aplicar la combinación C-DA y concretamente, gracias a la 
actividad del SC277 y el SC200 podría ser beneficiosas para contrarrestar los síntomas 
inflamatorios de la DA. En relación a esto, previos estudios han evidenciado el poder 
antiinflamatorio de un alcaloide descubierto en la especie Narcisus y la reducción de 
TNF-α a través de NF-κB del extracto de Uncaria tomentosa, lo que podría justificar la 
actividad anti-NF-κB observada (188, 253). En paralelo, la inflamación de la DA 





de DA (254). Por lo que el principal motivo de incluir el ingrediente SC155 a C-DA fue 
por su capacidad agonista de PPARα. En este mismo sentido actúa Eupatilin, un 
flavonoide obtenido de la especie Artemisia que incrementa la expresión de PPARα 
mejorando los síntomas de la DA (255).  
Por otro lado, el estrés oxidativo asociado a esta infiltración de células inmunes, 
así como a los efectos de agentes externos causados por la desestabilización de la 
barrera epidérmica, podría ser reducido por la aplicación de C-DA debido a su 
capacidad de inhibir ROS. Este efecto es aportado por los ingredientes CBD, SC277 y 
SC200, cuya actividad antioxidante ya ha sido demostrada en otros estudios previos 
(155, 186, 256). La alteración de la FLG en DA fue fundamental para incluir el SC277 
en la combinación C-DA, ya que posee una fuerte actividad inductora de FLG. 
Curiosamente, aunque se conoce mucho sobre la implicación de la FLG en la DA, hay 
pocos estudios con tratamientos para la inducción de la expresión de FLG, lo que 
convierte a C-DA en una fórmula novedosa en este aspecto (257, 258).  
Finalmente, quizá sea el prurito el síntoma que cause más malestar en la DA y 
que empeora aún más el estado de la epidermis. Por ello, fue esencial que el SC200 
aportara a C-DA la capacidad de antagonizar los receptores TRPV-1 para así evitar el 
picor que desencadena la apertura de estos canales. De hecho, numerosos ingredientes 
que se aplican de manera tópica para esta patología presentan esta actividad (259). Por 
ejemplo, ingredientes naturales como el Pellitorine extraído de Tetradium daniellii o el 
Voacangine extraído de Voacanga africana también se comportan como antagonistas de 
TRPV-1 (260, 261).  
En cuanto a la combinación antiacné C-AC, ha sido desarrollada con el fin de 
paliar los efectos que se presentan debido a la desregulación de la composición del sebo. 
Como se ha visto previamente, en el sebo se produce un aumento de la proporción de 
escualeno, que se oxida generando estrés oxidativo (262). Esta es la razón por la que en 
estas lesiones hay que promover la reducción de ROS como hace el extracto de lúpulo, 
que además de antioxidante, es también antibacteriano frente a P. acnes (263).  En el 
caso de la combinación C-AC el efecto antioxidante se obtiene gracias al CBD y el 
SC285. Este cambio en la composición del sebo conlleva la entrada de bacterias como 
P. acnes y un estado inflamatorio de todo el área afectada formando los comedones 
(118). Por lo tanto, disminuir la inflamación es uno de los objetivos de los tratamientos 
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antiacné, como lo hacen el extracto de Magnifera indica o el de Kaempferia parviflora 
disminuyendo las citoquinas proinflamatorias IL-8 o TNF-α, respectivamente (264, 
265). En este sentido, C-AC fue capaz de inhibir la transcripción de NF-κB inducida por 
TNF-α. De todos los ingredientes constituyentes fue el SC285 quien otorga esta 
actividad, lo cual era esperado ya que se conoce el poder antiinflamatorio de la 
epigalocatequina galato (EGCg) cuya molécula es el componente activo de este 
ingrediente (266, 267).  
Por otro lado, en la plataforma SimDerma no existe ningún ensayo capaz de 
analizar si un ingrediente tiene capacidad antibiótica, pero teniendo en cuenta que la 
inducción de HIF-1α favorece la síntesis de péptidos antimicrobianos se persiguió que 
C-AC fuera capaz de inducir HIF-1α debido a la presencia del SC285, favoreciendo la
respuesta inmune frente a bacterias (194, 268). Aunque ya se había descrito la actividad
antibiótica de EGCg, al reducir el número de UFC de P. acnes, no se ha asociado
directamente a una inducción de HIF-1α (269). En este sentido, se encontró bastante
controversia, ya que los resultados en SimDerma mostraron que SC285 indujo HIF-1α,
mientras que en algunos estudios encontraron que EGCg inhibe HIF-1α, si bien es
cierto, que en todos ellos los resultados se obtuvieron en células tumorales y bajo
condiciones de hipoxia (270-272). En cambio, al igual que en SimDerma, otro estudio
realizado en células de cáncer de próstata demostró que EGCg inducía la transcripción
de elementos de respuesta a hipoxia (HRE) e incrementaba la expresión de HIF-1α en
condiciones de normoxia por inhibición de su degradación (273).
Aunque recientemente se ha visto la capacidad antibiótica que tiene el CBD, en 
esta tesis se ha demostrado de forma específica su efecto inhibitorio sobre el 
crecimiento de P. acnes (247). En el caso de SC285 sería esperable encontrar esta 
actividad antiobiótica para P. acnes puesto que se ha descrito con la EGCg (269). Sin 
embargo, sería interesante comprobar si alguno de los otros ingredientes de la 
combinación C-AC presentan dicha actividad de forma individual y su respuesta de 
forma conjunta. Por otro lado, cabe destacar que C-AC disminuía drásticamente la 
actividad de la enzima hialuronidasa, sorprendentemente, el efecto que tenía la 
combinación C-AC era mayor que cualquiera de los ingredientes por separado, ya que 
solo el SC285 y el SC185 mostraban una inhibición ligera de la enzima. En el caso del 
SC285, los resultados son concordantes con las evidencias previas de actividad 





incorporado en SimDerma, se decidió incluir en el estudio de la combinación porque se 
había visto que P. acnes presentaba el gen para la enzima de la hialuronidasa 
promoviendo la degradación del ácido hialurónico de la piel (275).  
Cabe resaltar, que hubiera sido de interés el estudio de los ingredientes y de la 
combinación sobre los sebocitos, ya que se ha descrito que el CBD y el EGCg presentan 
actividad sebostática disminuyendo la lipogénesis (246, 269). 
En definitiva, se ha demostrado que el SC285 formado por EGCg es óptimo 
como tratamiento para el acné, y al combinarlo con el CBD y SC185 se han mejorado 
sus propiedades de forma notable, ya que el SC185 mejoró la inhibición de la enzima 
hialuronidasa y el CBD aportó su efecto antioxidante y antibiótico. 
Finalmente, los ingredientes de la combinación C-HP creada para los trastornos 
hiperpigmentarios, mostraron en SimDerma actividades muy interesantes, pero en 
algunas ocasiones, al reducir las dosis cuando se combinaron para evitar la citotoxicidad 
de C-HP, se perdían los efectos individuales, mientras que en combinación los efectos 
eran muy prometedores. Por ejemplo, a diferencia de los ingredientes de forma 
individual, el tratamiento con C-HP mostró una reducción clara en la producción en 
melanina y de la actividad de la enzima tirosinasa que es clave en melanogénesis. Sin 
embargo, no parece afectar a otras proteínas de este proceso como MITF, TRP1 o 
TRP2. Por lo que su acción despigmentante podría ser por una inhibición directa de la 
tirosinasa, al igual que ocurre con otros ingredientes tales como el extracto Paeonia 
suffruticosa o el extracto de corteza de Magnolia officinalis (276, 277). 
Además, la combinación C-HP inhibe el estrés oxidativo por reducción de ROS, 
en este caso los tres ingredientes que componen la combinación de manera 
independiente sí presentan inhibición de ROS, de hecho, hay estudios previos que lo 
demuestran (202, 203, 206). Por otro lado, la inducción de autofagia por C-HP tuvo un 
incremento sinérgico en la combinación en comparación con los ingredientes testados 
por separado, siendo el SC502 quien mostraba mayor actividad en los datos de 
SimDerma. Aunque no hay referencias acerca de que extractos de Pinus radiata 
influyan sobre la actividad autofágica, sí las hay acerca de que la inducción de autofagia 
aumenta la degradación de los melanosomas y por tanto, disminuye la acumulación de 
melanina en los queratinocitos (38, 278). Sumado a estos resultados in vitro, se 
demostró la eficacia de C-HP para trastornos hiperpigmentarios en voluntarios por 
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reducción del área y el número de manchas, así como del contraste de color entre las 
regiones hiperpigmentadas y las sanas, siendo un prometedor tratamiento que 
actualmente se encuentra en tramitación para la aceptación de patente europea (Número 
de aplicación: EP-08153).   
En la presente tesis se muestra que el uso de la plataforma SimDerma ha 
revelado resultados importantes para el CBD y las estrigolactonas que posteriormente, 
han sido validados a través del estudio más en profundidad de dichos ingredientes. Por 
otro lado, SimDerma también ha permitido seleccionar ingredientes con actividades de 
interés dermatológico para acompañar y complementar a las que ya posee el CBD, con 
el objetivo de crear combinaciones que modulan dianas moleculares para la mejora de la 
sintomatología de tres patologías de la piel (Fig. 40). Además, se propone que esta 
plataforma no se limite a las dianas biológicas actuales, sino que esté sometida a una 
constante evolución y expansión con el objetivo de incrementar la información 
resultante de ella. En definitiva, SimDerma ha demostrado ser una herramienta eficaz y 
prometedora para cribar ingredientes de interés dermatológico para el tratamiento tópico 
de afecciones en la piel. 
Figura 40. Esquema representativo 
del proceso desarrollado desde el 
cribado del ingrediente hasta el 






1. La plataforma SimDerma es un eficaz método de cribado masivo de ingredientes
orientado a dianas moleculares con interés dermatológico. Sus resultados han permitido
seleccionar aquellos que presenten un mayor interés para cada diana molecular
analizada.
2. El CBD desencadena la respuesta de genes con actividad antioxidante reduciendo el
estrés oxidativo, además de inducir la expresión de marcadores implicados en la
diferenciación y proliferación de queratinocitos, incrementado el grosor de la epidermis.
3. Se ha identificado un nuevo derivado del estrigol, el compuesto 14, con actividad
antioxidante y antiinflamatoria por inhibir la activación de las rutas STAT3 y NF- κB.
4. La combinación C-DA demostró ser una combinación de ingredientes naturales
potencialmente efectiva para el tratamiento de la DA, ya que está basada en ingredientes
de origen natural capaces de reducir el estrés oxidativo, inhibir la inflamación por
reducción de la expresión de NF-κB y paliar el prurito debido a su efecto antagónico
sobre TRPV-1, así como promover la restauración de la epidermis a través de la
activación de FLG.
5. C-AC demostró ser una combinación de ingredientes naturales potencialmente
efectiva para el tratamiento del acné debido a su capacidad antioxidante, la inhibición de
NF-κB, la inducción de HIF-1α para la mejora de la respuesta inmune y la inhibición de
la actividad de la hialuronidasa pudiendo contrarrestar los daños ejercidos por P. acnes.
6. La combinación C-HP posee la capacidad in vitro de inhibición de la actividad de la
enzima tirosinasa y del estrés oxidativo e inducción del proceso de autofagia,
conllevando a la reducción de la síntesis y acumulación de la melanina. Además, se ha
demostrado su eficacia despigmentante en la piel de voluntarios, siendo un tratamiento
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¶Maimonides Biomedical Research Institute of Coŕdoba, Avda Menendez Pidal s/n, 14004 Cordoba, Spain
⊥Department of Cellular Biology, Physiology and Immunology, University of Cordoba, Avda Menendez Pidal s/n, 14004 Cordoba,
Spain
#University Hospital Reina Sofía, Avda Menendez Pidal s/n, 14004 Cordoba, Spain
*S Supporting Information
ABSTRACT: The sesquiterpene−coumarin ether samarcan-
done provided a suitable framework to replace the
apocarotenoid A−C ring system of strigol (1), replicating,
after linking to a butenolide moiety, the activity of the natural
phytohormone on Nrf2 and also showing potent NF-kB
inhibitory activity, overall modulating two critical pathways of
inflammation and cancer.
KEYWORDS: Strigolactones, terpenes, Nrf2, NF-κB
Small-molecule endogenous hormones modulate basic plantfunctions like growth, differentiation, and reproduction as
well as their response to abiotic- and biotic stress. Ethylene was
the first member of this structurally heterogeneous class to be
identified, and the inventory has then significantly expanded to
include as major members indoleacetic and abscisic acids,
brassinosteroids, cytokinins, gibberellins, jasmonoids, salicylic
acid, and strigolactones (SLs). In addition to their role in plant
physiology, certain plant hormones can also bind mammalian
targets, or even be produced by mammalian cells, as
exemplified by abscisic acid.1 Furthermore, plant hormones
can also serve as a scaffold for drug discovery, as shown by
aspirin and, more recently, by the cyclin-dependent kinase
inhibitors olomoucine and roscovitine, whose structure was
inspired by cytokinins, a class of N6-substituted adenine
derivatives.2 Despite these interesting clues, the potential of
plant hormones to serve a lead structure for drug discovery has
not yet been systematically evaluated. This gap has provided a
rationale to explore the potential of strigolactones (SLs), the
most recent addition to the plant hormone inventory, to
modulate mammalian targets of medical relevance.
Strigolactones (SLs) are C15 apocarotenoid dilactones
involved in shoot- and root architecture and in plant responses
to environmental stress. Strigol (1), the first member of this
family, was isolated in 1966, and the inventory of
strigolactonoids now includes more than 15 additional
analogues. SLs are characterized by a tricyclic scaffold linked
to a butenolide D ring by an enolic oxymethine. There is
convincing evidence that the reactive CD ring system is
responsible for the plant hormone activity of SLs, which is
mediated by covalent binding to a reactive cysteine residue in
their macromolecular targets.3 Synthetic and natural SLs have
been extensively investigated as germination stimulants of
parasitic weed seeds as well as biopesticides for crop
protection,4 but only limited knowledge exist on their
involvement in animal cell function and their potential cross-
kingdom activity, despite promising results in the realm of
anticancer drug discovery.5 Within the possible mammalian
targets of SLs, the transcription factor Nrf2 (nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2) seemed of particular relevance
because of its sensitivity to nucleophilic trapping and its role in
the regulation of many cytoprotective enzymes involved in the
adaptive oxidative stress response.6 Nrf2 is the target of
dimethyl fumarate, a compound used in the management of
multiple sclerosis,7 and of bardoxolone methyl, currently under
phase III clinical study for the management of pulmonary
hypertension.8
In the event, strigolactone (1) turned out to be a potent
activator of the Nrf2 pathway (EC50 = 1.2 ± 0.9 μM),
providing a rationale for investigating the structure−activity
relationship of this chemotype. Strigol and SLs in general have
a very limited availability, and we therefore attempted to
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Table 1. Synthesis of Homoterpeno-strigoids (A) and Terpenostrigoids (B)
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identify a surrogate of the apocarotenoid A−C ring system of
the natural hormone within more easily available isoprenoids.
To this purpose, analogues where ring D is implanted in
various isoprenoids scaffolds were designed. Two series of
analogues were prepared, differing for the way ring D and the
isoprenoid core are linked (oxymethine- or oxygen tether), and
all compounds were then comparatively evaluated with strigol
(1) for their capacity to modulate the activity of Nrf2. All
compounds were also investigated for their capacity to inhibit
NF-κB, another transcription factor sensitive to electrophilic
modulation. Although strigol was inactive in this assay, dual
modulators of Nrf2 and Nf-κB hold great pharmacological
potential,7,8 and we hope to discover compounds with this
bioactivity profile.
Compounds with an oxymethine tethered were built by
Claisen formylation of an isoprenoid ketone and then coupling
with the bromofuranone 2 (Table 1). The reaction was
stereoselective regarding the configuration of the oxymethine
Table 1. continued
aStrigol (1) EC50: NRF2 (EC50) 1.2 ± 0.9;
bNF-κB (IC50) > 50.
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linker, with the predictable exclusive formation of the E-
isomer, evident from the downfield shift of the oxymethine (δ
ca. 7.40), diagnostic of a syn-relationship with the carbonyl.
Thus, the nucleophilic displacement reaction occurred with
formal inversion of configuration of the enol double bond,
which was in the intramolecularly hydrogen-bonded Z-
configuration in the starting enol (compounds B, Table 1).
In all cases, an almost equimolecular mixture of isomers at the
furanone C-5 carbon was, however, obtained. The diastereo-
meric mixture was difficult to separate, and all compounds
were assayed as such.
The strigoids obtained from pentacyclic triterpene ketones
(3−9) were totally devoid of activity, suggesting that the
isoprenoid scaffold was too large to access the site hosting the
reactive thiol group of Nrf2, and similar results were observed
for the inhibition of NF-κB. However, bicyclic and monocyclic
isoprenoid ketones afforded active strigoids, some of which
showed potency similar to strigol, with EC50 in the one-digit
micromolar range (Table 1). Within p-menthane derivatives,
the cross-conjugated dienones 11 and 12, obtained from,
respectively, carvone and pulegone, were significantly more
potent than the enone 10, derived from menthone (EC50 = 1.6
± 0.3 μM and 5 ± 0.2 μM vs 17.8 ± 1,7 μM, respectively),
suggesting that electronic factors are important for activity.
Also 13, derived from α-thujone, was significantly active (EC50
= 1.9 ± 0.6 μM), and one-digit micromolar activity was also
retained in the bicyclic strigoids 14 (EC50 = 1.2 ± 0.03 μM),
and 15 (EC50 = 2.5 ± 0.2 μM), derived, respectively, from the
sesquiterpene coumarin ether samarcandone and the triterpe-
noid mirranone B.
The second series of terpenostrigoids was obtained by
condensing the butenolide lactol 22 with a series of isoprenoid
alcohols according to the Feringa protocol (heating at 120 °C
in the absence of solvent)9 (Table 1). Also in this case, the
reaction gave a mixture of diastereomeric furanones (16−21)
that were assayed as such. Overall, the oxygen-tethered
terpenostrigoids were one order of magnitude less potent
than the oxymethine-linked homoterpeno-strigoids.
Strigol (1) could activate Nrf2, but had no effect on TNFα-
induced NF-κB activation, another upstream regulatory
process sensitive to thiol trapping that critically relies on the
presence of cysteine as an on/off switch. This profile was
replicated by all active compounds we identified with the
exception of the bicyclic drimane coumarin ether 14, that
could, surprisingly, also inhibit NF-κB activity at low μM
concentrations (IC50 = 7.9 μM). This dual profile of activity is
interesting, and was further investigated. We first clarified the
Nrf2 activation mechanism, which can be electrophilic (direct
thiol trapping) or oxidative (oxidation of the cysteine sulfur
atom) and mediated by reactive oxygen species (ROS). To this
purpose, we investigated the relationship between the
induction of Nrf2 activity and the increase of cellular ROS.
Figure 1A shows that, in contrast to tert-butyl hydroperoxide
(TBHP), 14 was unable to affect the intracellular levels of
ROS. Interestingly, pretreatment with N-acetyl cysteine
(NAC) inhibited the activity of 14 on Nrf2 activation (Figure
1B). NAC is a scavenger of oxygen free radicals and a
precursor of L-cysteine. Since 14 was not able to induce ROS,
NAC might react with its coumarin moiety, which has
Michael-acceptor properties,10 to generate an inactive adduct.
Next, we investigated the effect of 14 on the canonical
pathway of NF-κB activation by analyzing the steady-state
levels of phosphorylated IκBα and p65 (a subunit of the more
common form of NF-κB heterodimers). Both IκBα and p65
proteins are phosphorylated by the IκB kinase β (IKKβ), which
is activated by TNFα through the so-called canonical pathway.
The drimane strigoid 7 clearly inhibited the phosphorylation of
both IκBα and p65 induced by TNFα in NIH-3T3-KBF-Luc
cells. Phosphorylation of IκBα is required for its degradation,
Figure 1. Compound 14 activates Nrf2 without inducing ROS. (A)
ROS production in HaCaT cells. Images were obtained after 3 h of
treatment. (B) Nrf2 transcription activity was analyzed in HaCaT-
ARE-Luc. Cells were treated with 14 in absence or presence of NAC
(15 mM) at the doses indicated during 6 h.
Figure 2. Effects of 14 on NF-κB activation. (A) Levels of NF-κB
proteins expression and phosphorylation by immunoblot. (B) IKKβ-
induced NF-κB activation is inhibited by 14.
ACS Medicinal Chemistry Letters Letter
DOI: 10.1021/acsmedchemlett.8b00604
ACS Med. Chem. Lett. XXXX, XXX, XXX−XXX
D
and we found that 14 could also prevent TNFα-induced IκBα
degradation (Figure 2A).
Furthermore, 14 could also inhibit specifically the NF-κB
activation induced by overexpression of IKKβ (Figure 2B).
Taken together, these observations suggest that 14 could
directly interact with the Cys-179 of this kinase and inhibit its
activity.
In conclusion, we have identified a sesquiterpene-coumarin
strigoid (14) that not only replicates the activity of natural
strigol (1) on the activation of Nrf2, but also targets the NF-kB
pro-inflammatory pathway. Within terpeno-strigoids, the
activation of Nrf2 was sensitive to the size of the isoprenoid
moiety, tolerating mono- and bicyclic systems but not more
complex polycyclic constructs, while the inhibition of NF-κB
was specific of 14. The cross-talk between inflammation and
the oxidative response plays an important role in cancer, and
compounds capable to modulate both pathways are interesting
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A B S T R A C T
Cannabidiol (CBD) is a major non-psychotropic phytocannabinoid that attracted a great attention for its ther-
apeutic potential against different pathologies including skin diseases. However, although the efficacy in pre-
clinical models and the clinical benefits of CBD in humans have been extensively demonstrated, the molecular
mechanism(s) and targets responsible for these effects are as yet unknown. Herein we characterized at the
molecular level the effects of CBD on primary human keratinocytes using a combination of RNA sequencing
(RNA-Seq) and sequential window acquisition of all theoretical mass spectrometry (SWATH-MS). Functional
analysis revealed that CBD regulated pathways involved in keratinocyte differentiation, skin development and
epidermal cell differentiation among other processes. In addition, CBD induced the expression of several NRF2
target genes, with heme oxygenase 1 (HMOX1) being the gene and the protein most upregulated by CBD.
CRISPR/Cas9-mediated genome editing, RNA interference and biochemical studies demonstrated that the in-
duction of HMOX1 mediated by CBD, involved nuclear export and proteasomal degradation of the transcrip-
tional repressor BACH1. Notably, we showed that the effect of BACH1 on HMOX1 expression in keratinocytes is
independent of NRF2. In vivo studies showed that topical CBD increased the levels of HMOX1 and of the pro-
liferation and wound-repair associated keratins 16 and 17 in the skin of mice. Altogether, our study identifies
BACH1 as a molecular target for CBD in keratinocytes and sets the basis for the use of topical CBD for the
treatment of different skin diseases including atopic dermatitis and keratin disorders.
1. Introduction
The skin serves as a protective barrier against the environment and
is constantly exposed to insults which can lead to the generation of
reactive oxygen species (ROS). While low levels of ROS act as in-
tracellular signalling messengers [1], high ROS levels lead to oxidative
stress, which is deleterious, as it damages cellular macromolecules [2].
Oxidative stress-induced cell damage can lead to chronic inflammation
and is involved in the pathogenesis of skin diseases, skin disorder and
skin aging [3]. To counteract the harmful accumulation of ROS, healthy
skin presents a battery of defence mechanisms including antioxidant
and detoxification systems. Many of these systems are under the control
of nuclear factor erythroid 2-like 2 (NRF2), the master regulator of the
antioxidant responses. Under basal conditions, NRF2 is kept at low le-
vels by the negative regulator KEAP1 [4,5], a substrate adaptor protein
for the Cullin3-containing E3-ligase complex, that mediates NRF2 ubi-
quitination and subsequent degradation. Cell exposure to ROS or elec-
trophiles impairs the NRF2-KEAP1 binding, leading to NRF2 stabilisa-
tion [6]. NRF2 then can translocate to the nucleus where it binds to
antioxidant response elements (AREs) in the promoters of NRF2 target
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genes and activate their expression [7].
Among NRF2 target genes is the stress inducible enzyme HMOX1.
This enzyme catalyses the rate-limiting reaction in heme catabolism
and has important antioxidant and anti-inflammatory properties [8,9].
Due to these cytoprotective properties, HMOX1 is highly induced by a
variety of cellular stresses [10] (e.g. oxidative stress, UV irradiation,
hydrogen peroxide, nitric oxide, heavy metals, phorbol esters, lipopo-
lysaccharide and organic chemicals) and thus it is one of the more
widely used markers for stress responses. Although HMOX1 is positively
regulated by NRF2, its expression is also negatively regulated by the
transcription factor BTB And CNC Homology 1 (BACH1) [11,12]. Im-
portantly, the primary event leading to HMOX1 induction is the deac-
tivation of BACH1 repression [13]. The current model postulates that
BACH1 and NRF2 act together to control HMOX1 expression with the
negative effect of BACH1 being dominant over the positive effect of
NRF2; thus, BACH1 must be displaced for NRF2 to access the HMOX1
promoter and to induce its expression. Although HMOX1 is the main
and the best characterized BACH1 target gene, a subset of NRF2 target
genes have also been suggested to be BACH1 target genes (i.e. GCLC
and SQSTM1) [14,15]. In normal skin HMOX1 is expressed in the upper
epidermis, with the most prominent HMOX1 expression in the granular
layer [16]. Furthermore, HMOX1 expression is associated with kerati-
nocytes differentiation, and it is expressed in differentiated keratino-
cytes [16].
Cannabidiol (CBD) is the best studied non-psychotropic phyto-
cannabinoid and shows pleiotropic activities including antioxidant and
anti-inflammatory effects [17–20]. Based on these properties, CBD
might have therapeutic utility in a number of conditions including skin
disorders. Additionally, it has been suggested that cannabinoids can be
an attractive therapeutic approach for the treatment of keratin disorder
such as epidermolysis bullosa (EB), a rare genodermatoses caused by
function-impairing mutations in keratins [21]. Interestingly a recent
observational study using self-initiated topical CBD use in 3 patients
with EB reported faster wound healing, less blistering, and amelioration
of pain in all patients [22].
Previous reports have shown that in cell types other than skin cells,
CBD induced the expression of HMOX1 and other NRF2-dependent
genes [23,24], however, the mechanism of action behind the effect of
CBD on the NRF2 pathway is not known. In addition, to date no sys-
tematic analysis of the pathways regulated by CBD in keratinocytes has
been performed. Herein we show for the first time that CBD is a BACH1
inhibitor and a weak NRF2 activator. Furthermore, we reveal that in
keratinocytes, HMOX1 expression is regulated by BACH1 in a NRF2-
independent manner. Finally, we show that topical CBD application in
mice increased the levels of HMOX1 in the epidermis (in agreement
with our results in cells) and induced the expression of wound-repair
and proliferation associated keratins 16 and 17.
2. Experimental procedures
2.1. Cell cultures
Normal human epidermal keratinocytes (NHEK) and Keratinocyte
growth medium were purchased to Innoprot SL (Biscaia, Spain). The
cells were cultured until confluence in 60 cm2 plates with medium
change every 24–48 h. Then, the cells were cultured in fresh medium in
the presence or the absence of CBD (10 μM) for 24 h. HaCaT cells used
in the study have been validated by STR profiling and were routinely
tested for mycoplasma. The generation of HaCaT-ARE-Luc cells has
been described previously [25]. CRISPR-edited NRF2-KO HaCaT cells
were produced by transfecting HaCaT cells with pLentiCRISPR-v2 (a
gift from Dr Feng Zhang, Addgene plasmid #52961) containing a guide
RNA directed against the exon 2 of the NFE2L2 locus (which encodes
NRF2) (5′-TGGAGGCAAGATATAGATCT-3′). After 2 days of puromycin
selection, cells were clonally selected by serial dilution, and positive
clones were identified as previously described [26]. Control cells,
referred as HaCaT wild type (HaCaT WT), are the pooled population of
surviving cells transfected with an empty pLentiCRISPRv2 vector
treated with puromycin. All cell lines were grown in RPMI containing
10% FBS at 37 °C and 5% CO2.
2.2. Antibodies and reagents
Antibodies recognizing BACH1 (F-9), anti-Lamin B2 (C-20), anti-
Tubulin (TU-02) and anti-cytokeratin 16 (sc-53255) were obtained
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA). anti-NRF2
(D1Z9C) was obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA), anti-HMOX1 (ab13243) and anti-cytokeratin 17 (ab109725)
were obtained from Abcam (Cambridge, UK). HRP-conjugated sec-
ondary antibodies were obtained from Life Technologies (Carlsbad,
California, USA). The siRNAs used as control or against BACH1, NRF2
and KEAP1 were the SMART pool: ON-Target Plus from Dharmacon
(Lafayette, CO, USA). MG132 was obtained from Santa Cruz
Biotechnology, and Leptomycin B was obtained from Cayman
Chemicals (Ann Arbor, MI, USA). 9Δ-THC was purchase to Sigma
Aldrich (San Louis, MI, USA) and other cannabinoids with a purity
higher than 97% were obtained from Prof. Giovanni Appendino
(University of Eastern Piedmont, Novara, Italy).
2.3. RNA-Seq
Total RNA was isolated from NHEK cells by Qiazol lysis reagent
(Qiagen, Hilden, Germany) and purified with miRNeasy mini kit
(Qiagen) following manufacturer's instructions. RNA was processed for
high throughput sequencing using the Illumina TruSeq mRNA Sample
Prep v2 kit (RS-122-2001). Transcriptome libraries were constructed by
polyA purification. In brief, 1 μg of total RNA from each sample was
used to construct a cDNA library, followed by sequencing on the
Illumina HiSeq 2500 system with single end 50 bp reads and ~30
millions of reads per sample.
2.4. SWATH LC-MS/MS proteomics
Proteins were obtained by lysing NHEK cells in NP-40 buffer
(50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol and 1% NP-40)
supplemented with protease and phosphatase inhibitors and cleaned to
remove contaminants by protein precipitation with TCA/acetone and
solubilized in 50 μl of 0.2% RapiGest (Waters, Milford, MA, USA) in
50 mM ammonium bicarbonate. Protein extracts were subjected to
trypsin digestion. RePLiCal iRT (PolyQuant GmbH, Bad Abbach,
Germany) peptides were added to the peptide samples in order to ca-
librate retention times in the SWATH runs. Samples (1 μg) were ana-
lysed by LC-MS/MS using a data-independent SWATH acquisition using
a Triple TOF 5600 + mass spectrometer (Sciex) coupled to a nLC
system with a 2 h gradient (5%–30% ACN 0.1% formic acid, 300 nL/
min, column: Thermo PepMap100 25 cm x 75 μm id). For building the
spectral library, shotgun data-dependent acquisition runs (top 65
method) were performed on the same LC-MS equipment and gradient.
2.5. Transcriptomic and proteomic data analysis
RNA-Seq reads were pre-processed with Trimmomatic (v0.36) [27]
and aligned to human genome assembly hg38 using HISAT2 (v2.1.0)
[28]. Then, counts per gene were obtained with featureCounts (v1.6.1)
[29] and the differential expression analysis was carried out using
DESeq2 (v1.20.0) [30] excluding those genes with less than 15 counts
across all samples. For proteomics, proteins and peptides were identi-
fied from the DDA shotgun runs using ProteinPilot (v5.0) and a con-
catenated target-reverse decoy SwissProt human protein database. A
spectral library was built using the MS/MS ALL with SWATH Acquisi-
tion MicroApp (v2.0) using the peptides that showed up in the database
search with a confidence score above 99%. The library-assisted targeted
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data extraction of the fragment ion chromatogram traces from the
SWATH runs, and the retention time calibration, was performed by
PeakView (v2.1) using the MS/MSALL with SWATH Acquisition Mi-
croApp (v2.0), using a 1% FDR threshold and 50 ppm of tolerance.
MarkerView (v1.2.1, Sciex) was used for signal normalization. Differ-
ential abundance analysis was performed by applying a Welch Two
Sample T-Test to compare normalized SWATH areas between groups.
For the functional analysis, genes with an adjusted P < 0.05 and an
absolute fold change>2 and proteins with an adjusted P < 0.05 and
an absolute fold change>1.5 were selected to perform an over-re-
presentation analysis. For this, the EnrichR tool was employed using
Gene Ontology (Biological Process) terms, Wikipathways and tran-
scription factors from JASPAR [31]. Finally, a gene set enrichment
analysis was carried out for transcriptomic data with the fgsea (v1.9.7)
package, using the same gene sets and pre-ranking the whole gene list
by the log2 transformed fold change. All the P values from the different
analyses were adjusted to control the false discovery rate (FDR) using
the Benjamini and Hochberg approach [32]. RNA-seq data have been
deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO) databank with the
dataset identifier GSE131565. The mass spectrometry proteomics data
have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the
PRIDE [33] partner repository with the dataset identifier PXD013956.
2.6. Quantitative real time PCR (rt-qPCR)
RNA was extracted using RNeasy kit (Qiagen). 500 ng of RNA per
sample was reverse-transcribed to cDNA using Omniscript RT kit
(Qiagen) supplemented with RNase inhibitor according to the manu-
facturer's instructions. Resulting cDNA was analysed using TaqMan
Universal Master Mix II (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Gene
expression was determined using an Applied Biosystems 7300 Real-
Time PCR system by the comparative ΔΔCT method. All experiments
were performed at least in triplicates and data were normalized to the
housekeeping gene HPRT1. The primers used are listed in
Supplementary Table S1.
2.7. siRNA cell transfections
On the day prior to transfection, cells were plated to the required
cell density (70–90% confluency). The siRNA and Lipofectamine
RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) were individually diluted in
Optimem (Life Technologies) and incubated for 10min at room tem-
perature. Diluted siRNA was added to the diluted Lipofectamine solu-
tion (1:1 ratio) and further incubated for 15min. The complex was
added to the cells and incubated in a humidified incubator at 37 °C and
5% CO2 for 36 h prior treatment and lysis.
2.8. Cell lysis protocol and western blotting
Cells were washed and harvested in ice-cold phosphate-buffered
saline (PBS) and lysed in either SDS buffer or RIPA buffer [50mM Tris-
HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP40, 0.5% sodium
deoxycholate, 0.5mM Na3VO4, 50mM NaF, 2 μg/ml leupeptine, 2 μg/
ml aprotinin, 0.05mM pefabloc]. Cells directly lysed in SDS were boiled
for 2min, sonicated and boiled again for another 5min. Cells lysed in
RIPA buffer were sonicated and lysates were cleared by centrifugation
for 15min at 4 °C. Protein concentration was established using the BCA
assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Supernatant was
mixed with SDS sample buffer and boiled for 5min. Equal amounts of
protein were separated by SDS-PAGE, followed by semidry blotting to a
polyvinylidene difluoride membrane (Thermo Fisher Scientific). After
blocking of the membrane with 5% (w/v) TBST non-fat dry milk, pri-
mary antibodies were added. Appropriate secondary antibodies coupled
to horseradish peroxidase were detected by enhanced chemilumines-
cence using Clarity™ Western ECL Blotting Substrate (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).
2.9. Subcellular fractionation (nuclear/cytoplasmic separation)
Cells were washed and harvested with ice-cold PBS. Pelleted cells
were resuspended in 400 μl of low-salt buffer A (10mM Hepes/KOH
pH7.9, 10mM KCL, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1mM β-
Mercaptoethanol). After incubation for 10min on ice, 10 μl of 10% NP-
40 was added and cells were lysed by gently vortexing. The homo-
genate was centrifuged for 10 s at 13,200 rpm in a microfuge. The su-
pernatant representing the cytoplasmic fraction was collected and the
pellet containing the cell nuclei was washed 4 additional times in buffer
A, then resuspended in 100 μl high-salt buffer B (20mM Hepes/KOH
pH7.9, 400mM NaCL, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM β-mercap-
toethanol). The lysates were sonicated and centrifuged at 4 °C for
15min at 13,200 rpm. The supernatant representing the nuclear frac-
tion was collected. Protease and phosphatase inhibitors were freshly
added to both buffers.
2.10. Determination of heme
Heme levels were detected using the Hemin Assay Kit (MAK036,
Sigma-Aldrich) according to manufacturer's instructions. Briefly,
2× 106 cells were homogenized in 4 vol of cold hemin assay buffer.
Samples were centrifuged at 13000×g for 10min at 4 °C to remove the
cellular debris and diluted with hemin assay buffer. After adding the
proper reaction mix and incubate for 10min, absorbance was measure
at 570 nm in a kinetic mode. Data were shown as amount of heme
(fmole) using a hemin standard curve.
2.11. Luciferase assays
HaCaT-ARE-Luc cells were stimulated with either Sulforaphane
(SFN) (5 μM) or with increasing concentrations of cannabinoids for 6 h.
After the treatment the cells were washed twice in PBS and lysed in
25mM Tris-phosphate pH 7.8, 8 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1% Triton X-
100, and 7% glycerol during 15min at room temperature in a hor-
izontal shaker. After centrifugation, luciferase activity in the super-
natant was measured using a GloMax 96 microplate luminometer
(Promega) following the instructions of the luciferase assay kit
(Promega, Madison, WI, USA). Results are expressed in RLU over con-
trol untreated cells.
2.12. ROS determination
The intracellular accumulation of ROS was detected using 2',7-'di-
hydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA). HaCaT cells (15×103 cells/
Fig. 1. Multi-omic analysis of the response of keratinocytes to CBD. The transcriptomic and proteomic profiling of RNA and protein samples was carried out
using RNA-Seq and LC-MS/MS, respectively. (A, B) Volcano plots showing the magnitude (log2 fold change) and significance (-log10 p value) of the changes in the
transcriptomic and proteomic comparisons of CBD treated keratinocytes versus controls (n=3 for RNA-Seq and n=4 for proteomics). Every point represents a
gene/protein and the colour indicates those surpassing the cut-off of an adjusted P value < 0.05 and an absolute fold change> 2 (for genes) or > 1.5 (for proteins).
For RNA-Seq, a small value (1e-300) was added to p values in order to avoid logarithms of zero at plotting. (C) Upset plot indicating the overlap between the sets of
up or down regulated genes and proteins as a bar plot over a coincidence histogram. (D) Over-representation analysis results. The dot plot indicates with a point the
significant over-representation of a given term, transcription factor or pathway in a group of up or down regulated genes/proteins (Fisher Exact Test adjusted
P < 0.1). While the colour indicates the adjusted P value of the enrichment, the size of the point represents the enrichR combined score.
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well) were cultured in a 96-well plate in DMEM supplemented with
10% FBS until cells reached 80% confluence. For induction of ROS the
cells were treated with increasing concentrations CBD. For inhibition,
the cells were pre-treated with CBD for 30min and treated with 0,4mM
Tert-butyl-hydroperoxide (TBHP). Three hours later the cells were in-
cubated with 10 μM DCFH-DA in the culture medium at 37°C for
30min. Then, the cells were washed with PBS at 37°C and the pro-
duction of intracellular ROS measured by DCF fluorescence was de-
tected using the Incucyte FLR software, the data were analysed by the
total green object integrated intensity (GCUxμm2xWell) of the imaging
system IncuCyte HD (Sartorius, Göttingen, Germany). N-Acetyl cysteine
(NAC) (15mM) was used as a positive control that inhibited TPHP-in-
duced ROS production.
2.13. Animal studies
Six-months old female BALB/cByJRj mice were obtained from
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). Animals were housed in
groups (control n= 3, CBD 0.1% n=6, and CBD 1% n=6) at
20–22 °C under constant conditions of light (14 h of light; lights on at
7:00 a.m.) and 40–50% relative humidity with free access to standard
food and water. The back of the mice was shaved, and the animals were
treated topically with vehicle (10% DMSO in propylene glycol), CBD
0.1%, 1% or 10% once a day for 5 days. At the end of the experiment,
mice were euthanized, and mouse skin was collected, fixed in 4%
paraformaldehyde and embedded in paraffin for subsequent histolo-
gical analysis. All experiments were performed in accordance with
European Union guideline and approved by the Animal Research Ethic
Committee of The University of Córdoba (2014PI/025).
2.14. Histology and immunohistochemistry
Five-μm sections from mouse skin were deparaffinised with xylene
and rehydrated with decreasing concentration of ethanol and water.
Then, sections were stained with haematoxylin for 5 min, washed in
running water and differentiated in acid ethanol for a few seconds.
Once rinsed, sections were stained with eosin for 30 s and dehydrated
with increasing concentration of ethanol. Finally, after a 2-min xylene
bath, samples were mounted and analysed under the microscope. For
IHC, antigen retrieval was performed by microwave heating for 5 min
in citrate buffer (10 mM, Ph 6.0) for cytokeratins and HMOX1 anti-
bodies. Neutralization of endogenous peroxidase was performed using
EnVision FLEX-peroxidase blocking reagent (Agilent Dako, Glostrup,
Denmark) for 10 min. Samples were blocked with 3% bovine serum
albumin for 30 min, and the mouse-on-mouse staining protocol (Rodent
Block M, RBM961L, Biocare Medical, Pacheco, CA, EEUU) was used for
cytokeratin 16 mouse antibody. Then, tissue sections were incubated
with primary antibodies overnight at 4 °C. Samples were incubated with
EnVision FLEX + mouse/rabbit linker and EnVision FLEX/HRP
(Agilent Dako), for 30 min at RT each. Finally, detection was performed
using 3,3′-diaminobenzidine (DAB) chromogen and sections were
counterstained with haematoxylin, dehydrated, mounted and analysed
with a Leica DM2000 microscope. Pictures were taken with a Leica
MC190 camera. The quantification of IHCs was performed measuring
the stained area in the epidermis from more than 8 fields per condition
with ImageJ software (Bethesda, MD, USA).
2.15. Statistical analyses
Most experiments were repeated 3–5 times with multiple technical
replicates to be eligible for the indicated statistical analyses. Data were
analysed using Graphpad Prism statistical package. All results are pre-
sented as mean ± SD unless otherwise mentioned. For animal studies,
five-eight mice per group was the standard sample size as defined by
statistical power analyses (80% power; p < 0.05) carried out using R
packages. The investigators were not blinded to allocation during ex-
periments and outcome assessment. When applicable, the differences
between groups were determined by either one-way ANOVA or 2-way
ANOVA. A P value of< 0.05 was considered significant. *P ≤ 0.05,
**P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001.
3. Results
3.1. Proteomics and transcriptomic analysis in primary keratinocytes
treated with CBD
To obtain a first insight into the changes produced by CBD in epi-
dermal cells, primary human keratinocytes were incubated with either
solvent or CBD (10 μM) for 24 h and transcriptomic and proteomic
changes were analysed through RNA-Seq and SWATH LC-MS/MS, re-
spectively. From 17571 genes quantified the treatment with CBD al-
tered the expression (adjusted P < 0.05 and absolute fold change >
2) of 4860 genes, of which 2374 were downregulated and 2486 up-
regulated (Fig. 1A). At the proteome level, 724 out of 2204 quantified
proteins surpassed the cut-off (adjusted P < 0.05 and absolute fold
change > 1.5). From them, 520 decreased and 204 increased their
abundance (Fig. 1B). Additionally, 147 features were found to be sig-
nificantly altered in the same direction at both levels when comparing
the overlap between the mRNA and protein sets (Fig. 1C). Finally, to
explore the functional impact of the observed changes, we performed
an over-representation analysis of the different sets of up and down
regulated genes and proteins using enrichR. We found several pathways
enriched (adjusted P < 0.1) in the group of up-regulated features re-
lated with the skin biology as “epidermal cell differentiation”, “kera-
tinocyte differentiation”, “skin development” and also transcription
factors such as the NRF2 (“NFE2L2” and “NRF2 pathway”). On the
other hand, we found terms and pathways that were enriched in the
group of down-regulated genes and proteins as “extracellular matrix
organization”, “DNA metabolic process” and “Cell Cycle” (Fig. 1D). This
functional portrait of the transcriptomic and proteomic changes sug-
gested that CBD may promote keratinocyte proliferation and differ-
entiation, and upregulated genes and proteins implicated in skin de-
velopment. However, the result that strongly caught our attention was
the activation of the transcriptional activity of NRF2, given the im-
portance of this antioxidant transcription factor in keratinocyte biology
[34].
3.2. Validation of the NRF2 pathway as a target of CBD in keratinocytes
In order to validate the data obtained from the RNA-Seq and mass
spectrometry analysis, we selected candidates that were highly induced
by CBD at both protein and mRNA levels (i.e SQSTM1, also known as
p62, and HMOX1) (Fig. 2A–B), and we tested by qRT-PCR the effect of
Fig. 2. Validation of the NRF2 pathway as a target of CBD in keratinocytes. (A) Gene set enrichment analysis plot for the NRF2 signalling pathway tran-
scriptomic changes. Black lines indicate the position of NRF2 genes in the pre-ranked gene list and the green line indicates the running enrichment score. (B)
Magnitude of the changes for significantly up-regulated genes and proteins selected using the previously mentioned cut-offs in the CBD versus control comparison. C)
Primary human keratinocytes were incubated with either DMSO or CBD (10 μM) for 24 h. The mRNA levels for HMOX1 (upper panel) and SQSTM1 (p62) (lower panel)
were quantified using real-time PCR. The data were normalized using HPRT1 as an internal control. Data represent means ± SD (n = 3) and are expressed relative
to the DMSO sample. ***P ≤ 0.001. D) HaCaT cells were incubated with either DMSO or increasing concentration of CBD for 16 h. The mRNA levels for HMOX1
(upper panel) and SQSTM1 (p62) (lower panel) were quantified using real-time PCR as previously indicated (n= 3) *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. E) HaCaT-
ARE-Luc cells were treated with either SFN or CBD at the indicated concentrations for 6 h. Luciferase activity was measured in the cell lysates and expressed as RLU (x
104). Data represent means ± SD (n = 4) and are expressed relative to untreated cells. **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001.
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CBD on their expression in primary human keratinocytes (Fig. 2C) and
in the immortalised human keratinocyte cell line HaCaT (Fig. 2D). Our
results showed that in fact, CBD treatment induced the expression of the
selected NRF2 target genes in both primary and immortalised human
keratinocytes. Furthermore, using a HaCaT NRF2 reporter (ARE-luc)
cell line we tested if CBD was also able to activate a synthetic reporter
gene containing the ARE sequence from the NQO1 promoter fused to
luciferase. Our results show that when compared with the potent NRF2
activator sulforaphane (SFN), CBD is a weak inducer of ARE-Luc
(Fig. 2E).
3.3. CBD activates a subset of NRF2 target genes
Compounds or drugs that activate the NRF2 pathway could act ei-
ther directly by stabilising NRF2, or indirectly by inducing ROS which
will consequently activate NRF2. Examples of the former are the natural
compound sulforaphane [35] and the synthetic compound TBE31 [36].
As CBD, albeit weak, appeared to be an activator of NRF2, we wondered
whether it was a direct activator, or if, as it has been suggested in the
literature, CBD activates NRF2 indirectly by inducing ROS [37,38]. Our
results showed that CBD, at the concentrations previously used, not
only did not induce ROS, but it was able to reduce ROS levels induced
by tBHP (tert-Butyl hydroperoxide) in a concentration-dependent
manner (Fig. 3A). Secondly, as CBD was only weakly inducing the ex-
pression of an ARE-luc construct, we further tested whether CBD was a
good NRF2 activator. To do so, we compared the effect of CBD and SFN
on the expression of a panel of NRF2 target genes (Fig. 3B). Interest-
ingly, CBD was equally or more potent than SFN at inducing the ex-
pression of a subset of NRF2 target genes (e.g. HMOX1, GCLC and p62),
but dramatically less potent inducing the expression of other NRF2
target genes (i.e the aldo-ketoreductases AKR1B10 and AKR1C1).
HMOX1 was the gene in which the effect of CBD was clearer and in
which CBD was significantly more potent than SFN. To further char-
acterise the differences between CBD and SFN we studied the kinetics of
HMOX1 induction in response to either CBD or SFN (Fig. 3C). Our data
showed that in response to SFN, HMOX1 induction peaked at 8 h after
treatment (14-fold mean induction), returning to basal levels at 16 h. In
contrast, CBD treatment maintained a high HMOX1 expression at 16 h
(53-fold mean induction) suggesting that CBD has a stronger or a more
persistent effect on HMOX1 than that of SFN. Notably, other cannabi-
noids such as 9Δ−THC, CBC or CBG were less potent in inducing
HMOX1, and their acidic forms were completely inactive (Fig. S1A).
SFN, as most electrophilic compounds, acts via KEAP1, but as CBD is
not electrophilic, we hypothesized that CBD might act in a KEAP1-in-
dependent manner. To test this hypothesis, we tested the effect of CBD
on HMOX1 expression in control cells or in cells were KEAP1 had been
depleted. Our results showed that CBD was still able to induce the ex-
pression of HMOX1 in KEAP1 knocked-down cells (Fig. 3D), demon-
strating that the effect of CBD is independent of KEAP1. Interestingly,
although KEAP1 knockdown greatly induced the expression of AKR1C1
(Fig. S1B), HMOX1 basal levels were not significantly changed by
KEAP1 knockdown, revealing that in this setting, activation of NRF2 by
itself is not enough to induce HMOX1 expression.
To further compare CBD and SFN, we directly assessed their effect
on NRF2 protein levels. While SFN treatment strongly stabilised NRF2
protein levels, the effect of CBD was very mild in comparison (Fig. 3E).
All together, these results suggest that a) the mechanism of action of
both compounds is different; and b) the strong effect of CBD on HMOX1
expression does not correlate with its weak effect on NRF2 stability, and
therefore NRF2 activation is not likely the main mechanism responsible
for CBD-mediated HMOX1 activation.
3.4. CBD activates HMOX1 in a BACH1-dependent manner
Based on our results, CBD only weakly stabilises NRF2, and its po-
sitive effect on NRF2 target genes is restricted to a subset of genes.
Previous studies in keratinocytes have shown that while KEAP1
knockdown led to a weak induction of HMOX1 (2-5-fold induction),
BACH1 knockdown strongly induced HMOX1 (135-fold induction)
without affecting other NRF2 target genes (i.e aldo-ketoreductases)
[14]. Therefore, BACH1 appeared as a potential molecular target for
CBD that could explain the observed selective transcriptional effect. To
test this hypothesis, we compared the induction of HMOX1 in response
to CBD in HaCaT cells transfected with either siControl or siBACH1. In
agreement with previous reports, BACH1 knockdown by itself strongly
induced HMOX1 levels (mean 51-fold) (Fig. 4A, upper left panel). Im-
portantly, CBD induced the expression of HMOX1 in control cells (mean
58-fold) but its effect was greatly reduced in BACH1 knocked-down
cells (mean 10-fold) (Fig. 4A, upper right panel), showing the relevance
of BACH1 for the effect of CBD on HMOX1. Moreover, BACH1 depletion
also abolished the induction of HMOX1 mediated by the BACH1 in-
hibitor hemin, but not the one mediated by SFN (Fig. S2A), further
demonstrating the different mechanism of action used by CDB and
hemin in comparison with SFN.
Most described regulatory mechanisms for BACH1 are at post-
translational level, affecting either its localisation and/or stability. For
instance, the main negative regulator of BACH1, heme, inactivates
BACH1 leading to its nuclear exclusion and cytosolic degradation
[13,39,40]. To test if CBD had an effect on the levels of BACH1, we
exposed HaCaT cells to increasing concentrations of CBD and measured
BACH1 protein levels. Our data showed that CBD dramatically reduced
both, BACH1 total (Fig. 4B) and BACH1 nuclear levels (Fig. 4C) in a
dose dependent manner, and that this effect is obvious as soon as 2 h
after CBD treatment (Fig. 4D). Compared with SFN, CBD is a weak in-
ducer of NRF2, but a potent BACH1 inhibitor (Fig. 3E and Fig. 4B). To
test whether CBD was inducing BACH1 proteasomal degradation in
either the nucleus or the cytoplasm, we pre-treated the cells with or
without the proteasome inhibitor MG132 and analysed the effect of
CBD on BACH1 nuclear and cytosolic levels (Fig. 4E). Interestingly,
CBD treatment led to reduction of nuclear BACH1, which was not re-
covered by MG132, suggesting that BACH1 is not degraded in the nu-
cleus. On the other hand, CBD treatment in presence of MG132 led to
accumulation of cytosolic BACH1. Based on these results we hypothe-
sized that CBD treatment might induce BACH1 nuclear export and its
cytosolic degradation. To further test that hypothesis, we treated cells
with or without the nuclear export inhibitor leptomycin B in combi-
nation with CBD (Fig. 4F). Our results showed that leptomycin B
completely abolished the effect of CBD on BACH1 levels. Altogether,
our data demonstrate that CBD leads to BACH1 degradation via a me-
chanism that involves BACH1 nuclear export and cytosolic degradation.
The mechanism by which CBD regulates BACH1 resembles the one
shown for the BACH1 inhibitor hemin [13,39,40]. These similarities
Fig. 3. CBD activates a subset of NRF2 target genes. A) ROS detection in HaCaT labelled with DCFH-DA, HaCaT cells was treated as indicated and the detection
and quantification of ROS (DCF fluorescence) measured by fluorescence microscopy (left panel). Data represent means ± SD (n = 5) and are expressed relative to
control cells. **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Representative pictures are shown in the right panel. B) HaCaT cells were incubated with either DMSO, SFN (5 μM), or
increasing concentration of CBD for 16 h. The mRNA levels for the indicated genes were quantified using real-time PCR. The data were normalized using HPRT1 as an
internal control. Data represent means ± SD (n = 3) and are expressed relative to the DMSO sample. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001. C)
HaCaT cells were incubated with either DMSO, SFN (5 μM), or increasing concentration of CBD for 4, 8 and 16 h. The mRNA levels for HMOX1 were quantified using
real-time PCR as previously indicated (n=3). D) HaCaT cells were transfected with either siControl or siKEAP1. 36 h later cells were incubated with either DMSO,
SFN (5 μM), or CBD (10 μM) for another 16 h. The mRNA levels for HMOX1 were quantified as previously indicated (n=3). E) HaCaT cells were incubated with
either DMSO (−), CBD or SFN as indicated. Three hours later, cells we lysed, and levels of NRF2 and Tubulin were analysed by Western blot.
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prompted us to study if CBD could be inhibiting BACH1 by modulating
the levels of intracellular heme. Our results showed that CBD did not
increased the levels of heme (Fig. S2B), neither was the effect of CBD on
either BACH1 protein levels or HMOX1 mRNA levels impaired by in-
hibitors of the heme biosynthesis (Figs. S2C and S2D), suggesting that
the effect of CBD is independent of heme.
3.5. CBD induces HMOX1 in a NRF2-independent manner
In the current model, BACH1 depletion is the first step before NRF2
could induce HMOX1. Therefore, we hypothesized that as the effect of
CBD on HMOX1 involved BACH1 inhibition, it would be impaired by
NRF2 depletion. Surprisingly, NRF2 knockdown did not affect CBD-
mediated HMOX1 induction (Fig. 5A) although, it impaired the SFN-
mediated AKR1C1 induction (Fig. S3A). To confirm our results using a
complementary approach, we produced CRISPR-mediated NRF2-KO
HaCaT cells. We verified that these cells had no detectable NRF2 pro-
tein levels (Fig. S3B), and significantly lower mRNA levels of NQO1 and
AKR1B10, two of the best markers for NRF2 activity (Fig. S3C). Using
these cells, we found that in agreement with our siRNA approach, both
CBD and hemin were still able to strongly induce HMOX1 in the absence
of NRF2 (Fig. 5B), while the effect of SFN was completely abolished
(Fig. S3D), suggesting that NRF2 is not necessary for HMOX1 induction
mediated by BACH1. However, as both compounds, CBD and hemin,
are likely to target other proteins in addition to BACH1, their effect on
HMOX1 might not be solely dependent on BACH1. To test this possi-
bility, we directly assessed the effect of knocking down BACH1 on
HMOX1 levels in NRF2-KO cells, with or without CBD or hemin treat-
ment. BACH1 knockdown by itself led to a strong induction of HMOX1
in NRF2-KO HaCaT cells (mean 50-fold) (Fig. 5C, upper left panel), si-
milar to the induction observed in WT HaCaT cells (Fig. 4A), showing
that NRF2 is not necessary for the HMOX1 induction upon BACH1 de-
pletion. Additionally, both CBD and hemin strongly induced HMOX1 in
NRF2-KO HaCaT cells, and BACH1 depletion almost completely im-
paired the induction of HMOX1 mediated by both compounds (Fig. 5C,
upper right panel). These results demonstrate that: a) the effect of CBD
and hemin on HMOX1 expression is BACH1-dependent and NRF2-in-
dependent; and b) in HaCaT cells, NRF2 is not necessary for BACH1-
mediated HMOX1 induction.
3.6. Effect of topical CBD in skin in vivo
Next, we treated mice with concentrations of topically-applied CBD
that mimic the range of concentrations found in commercially available
CBD-based products (0.1–1%) and studied the effect of CBD on epi-
dermal morphology. As we are interested in the effect of CBD on the
skin of adults (which is the age group for which CBD-based creams is
marketed), we used 6 months old mice, a model that resembles adult
skin. We observed that treatment with CBD induced keratinocyte pro-
liferation (measured by epidermal thickness) (Fig. 6A) and increased
the levels of HMOX1 (Fig. 6B). Moreover, CBD also increased the levels
of cytokeratins 16 and 17 (Fig. 7A), which are associated with kerati-
nocyte hyperproliferation [41] and wound repair [42]. Although both
HMOX1 and KRT16 and KRT17 are also considered markers of stress
and inflammation, CBD did not induce the expression of typical pro-
inflammatory cytokines (i.e IL1β, IL6 and TNFα) (Fig. S4) suggesting
that the effect of CBD on HMOX1 is not due to an inflammatory re-
sponse.
4. Discussion
The potential use of CBD for treatment of skin disorders and cos-
metic indications is gaining momentum, although the mechanism of
action of CBD on different skin cell types is not understood [43,44].
Using a system biology approach combining transcriptomic and pro-
teomic data we have identified for the first time the major pathways
that are regulated by CBD on human primary keratinocytes cultivated
under non-differentiating conditions, which could explain some of the
potential beneficial effects of CBD in the skin. Importantly, although a
potential link between CBD and the NRF2 pathway has been suggested
in other cells types, no molecular mechanism has been identified so far.
In that sense, our work reveals for the first time the link connecting CBD
with the NRF2 pathway. However, although our study does not identify
the specific molecular mechanism by which CBD induces BACH1 cy-
tosolic degradation, our results suggest that it is independent on the
levels of heme, and thus a different mechanism than the one used by the
BACH1 inhibitor Hemin. A recent report showed that Fbxo22 is the E3
ligase responsible for the degradation of BACH1 [45]. Due to the rapid
effect of CBD on BACH1 levels, we hypothesise that CBD might be di-
rectly affecting the same or a different E3 ligase controlling BACH1
turnover.
It is interesting that although one of the signatures identified in our
system biology analysis was the NRF2 pathway, which suggested that
CBD could be an NRF2 activator, our biochemical analysis demon-
strated that CBD is a weak NRF2 activator but a potent BACH1 in-
hibitor, and thus BACH1 is the main target of CBD in keratinocytes. As
the transcriptional signature of BACH1 overlaps with that of NRF2, it is
not unexpected that a BACH1 inhibitor presents a signature partially
similar to an NRF2 activator. Nevertheless, our analysis shows that CBD
is also a weak inducer of NRF2, which could be an indirect effect of its
negative effect on BACH1. A potential explanation could be that as
BACH1 repress p62 expression, and CBD inhibits BACH1 increasing p62
levels, CBD might stabilise NRF2 indirectly by inducing the expression
of the KEAP1 competitor p62 [46].
The best characterised BACH1 target is HMOX1, which is the mRNA
and the protein that was most regulated by CBD in our analyses.
Fig. 4. CBD activates HMOX1 in a BACH1-dependent manner. A) HaCaT cells were transfected with either siControl or siBACH1. 36 h later, cells were incubated
with either DMSO or CBD (10 μM) for another 16 h. To measure the effect of BACH1 depletion on HMOX1 expression, the mRNA levels for HMOX1 in siControl and
siBACH1 DMSO treated cells were quantified using real-time PCR as previously described (upper left panel). To compare the HMOX1 induction upon CBD treatment in
each cell line, the levels of HMOX1 in either siControl CBD or siBACH1 CBD samples were compared against the levels of HMOX1 in siControl DMSO or siBACH1
DMSO samples respectively (HMOX1 levels in DMSO samples were set in both cases as 1) (upper right panel). The CBD-mediated HMOX1 induction in both cell lines
was quantified by real-time PCR using HPRT1 as an internal control. Data represent means ± SD (n=3). To control for the efficiency of the knockdown, the mRNA
levels (lower left panel) and protein levels (lower right panel) of BACH1 were analysed by real-time PCR and western blot respectively. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01 . B)
HaCaT cells were incubated with either DMSO (−), CBD or SFN as indicated. Three hours later, cells we lysed, and levels of BACH1 and Tubulin were analysed by
Western blot. (These blots and the blots from Fig. 3E are from the same experiment, and thus share the same tubulin. For clarity's sake we decided to show them in
two different subfigures). C) HaCaT cells were incubated with either DMSO (−) or increasing concentrations of CBD. Three hours later, cells were collected, nuclear
and cytosolic fractions were isolated and the nuclear fraction was analysed for the levels of BACH1 and NRF2. D) HaCaT cells were incubated with either DMSO or
CBD (10 μM) for different periods of time as indicated. Cells were lysed and protein levels of BACH1 were analysed. E) HaCaT cells were incubated with either DMSO
(−) or MG132 (10 μM). Two hours later, CBD was added. Three hours later, cells were collected, nuclear and cytosolic fractions were isolated and analysed for the
levels of BACH1. Upper panel is a representative western blot; lower panel shows the quantification of BACH1 protein levels in the nuclear and cytosolic fraction
normalized against their respective loading controls. Data represent means ± SD (n= 3) and are expressed relative to the DMSO samples. F) HaCaT cells were
incubated with either DMSO (−) or Leptomycin B (LMB) (5 nM). Two hours later, CBD (10 μM) was added for another 3 h. After that, cells were lysed and protein
levels of BACH1 were analysed.
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Unexpectedly, we identified that the HMOX1 induction mediated by
CBD was NRF2 independent. In the current general model of HMOX1
activation, BACH1 and NRF2 work together controlling its expression.
However, pioneer work in mice showed that although that is true for
some tissues (i.e. lung, heart and liver), in thymus the induction of
HMOX1 in response to BACH1 depletion was independent of NRF2
[47]. Our results demonstrate that in HaCaT cells, NRF2 is not neces-
sary for the induction of HMOX1 upon BACH1 depletion/inhibition,
supporting a novel regulatory mechanism involving BACH1 and an
unidentified positive regulator. This agrees with the original
(caption on next page)
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publication, showing that the role of NRF2 controlling HMOX1 ex-
pression might be redundant with other activators in a tissue/cell line
specific manner. Although NRF2 is the main positive regulator, HMOX1
expression can also be regulated by other members of the CNC (NRF1
and NRF3) and MAF family (large and small MAFs), HSF1, c-jun, AP1
and NF-κB [48], and thus either of these factors could be responsible for
the induction of HMOX1 in response to BACH1 depletion/inhibition. As
CBD induces the expression of a MAFB expression signature (Fig. 1D)
and also of small MAFF and MAFG (Fig. 2B), these members of the MAF
family could potentially be involved in the positive regulation of
HMOX1 in the absence of BACH1. Further work is necessary to address
which factors can compensate for the lack of NRF2 in the different
tissues, and in HaCaT and primary keratinocytes in particular.
In skin, HMOX1 is an important cytoprotective enzyme with anti-
oxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic properties. Due to such
protective roles, treatments that regulate HMOX1 expression would be
useful for the treatment of inflammatory- or oxidative stress-associated
skin conditions. In these scenarios, BACH1 inhibitors might be very
useful, due to their potent activity as HMOX1 inducers. Our validation
of CBD as an BACH1 inhibitor suggests that CBD treatment would a)
protect the skin against external insults: e.g. against UVA-irradiation-
induced damage; and b) be greatly beneficial in a variety of skin
Fig. 5. CBD activates HMOX1 in a NRF2-independent manner. A) HaCaT cells were transfected with either siControl or siNRF2. 36 h later cells were incubated
with either DMSO, CBD (10 μM) or SFN (5 μM) for another 16 h. The mRNA levels for HMOX1 (left panel) and NRF2 (right panel) were quantified using real-time PCR.
The data were normalized using HPRT1 as an internal control. Data represent means ± SD (n = 3) and are expressed relative to the siControl DMSO sample.
**P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. B) Control (WT) and NRF2-KO HaCaT cells were incubated with either DMSO, CBD or Hemin (10 μM). 16 h later, the mRNA levels for
HMOX1 were quantified using real-time PCR as previously described (n= 3). C) Control (WT) and NRF2-KO HaCaT cells were transfected with either siControl or
siBACH1. 36 h later cells were incubated with DMSO, CBD (10 μM) or hemin (10 μM) for another 16 h. To measure the effect of BACH1 depletion on HMOX1
expression, the mRNA levels for HMOX1 in siControl and siBACH1 DMSO-treated cells were quantified using real-time PCR as previously described (upper left panel).
To compare the HMOX1 induction upon treatment with CBD or hemin in each cell line, the levels of HMOX1 in either siControl CBD/hemin or siBACH1 CBD/hemin
were compared against the levels of HMOX1 in either siControl DMSO or siBACH1 DMSO respectively (HMOX1 levels in DMSO samples were set in both cases as 1)
(upper right panel). The HMOX1 induction in response to either CBD or hemin was quantified by real-time PCR using HPRT1 as an internal control. Data represent
means ± SD (n= 3). To control for the efficiency of the knockdown, the mRNA levels (lower left panel) and protein levels (lower right panel) of BACH1 were analysed
by real-time PCR and western blot respectively. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01.
Fig. 6. CBD treatment increases the keratinocyte layer in the epidermis and the expression of HMOX1. (A) Haematoxylin-eosin staining of 5 μm paraffin-
embedded sections were analysed by bright field microscopy. (B) Representative images of HMOX1 immunohistochemistry from mouse skin after 5 days of treatment
with vehicle, CBD 0.1% or 1% (C) Quantification of HO-1 stained area in mouse epidermis. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with control. Scale bars: 200 (left)
and 100 μm (right). n = 15 for vehicle treated samples and n = 12 for CBD treated samples.
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conditions, e.g. eczema or atopic dermatitis.
Previous studies have shown that CBD inhibited differentiation in
HaCaT cells [49], and exerted anti-proliferative actions on transformed
human keratinocytes [50]. Our system analysis in vitro showed an anti-
proliferative and pro-differentiation profile for CBD, however, our in
vivo data showed that CBD induced keratinocyte proliferation measured
by an increment in both skin thickness and in the levels of the pro-
liferative keratins K16 and K17. HMOX1 has been suggested to induce
keratinocyte proliferation [51], which could explain our results in vivo,
although we cannot rule out the participation of additional proliferative
factors regulated by CBD.
Anectodical evidence suggested that CBD could be indicated for the
treatment of psoriatic plaques. However, psoriasis is characterized by
chronic inflammation and keratinocyte hyperproliferation (i.e with
high levels of keratin 16 and 17); therefore, and although CBD has anti-
inflammatory effects, we consider that the use of CBD in psoriasis
should be taken with caution due to its pro-proliferative effects in vivo.
Further experiments are required to determine the effect of CBD
treatment in psoriatic lesions in vivo.
The NRF2 activator SFN has been shown to be beneficial for keratin
disorders such as Epidermolysis Bullosa Simplex (EBS). In this context,
topical treatment with SFN rescued skin blistering in an EBS mouse
model, correlating with the reprogramming of keratin synthesis in
epidermis and induction of keratin 16 and 17 [52]. Curiously however,
whereas the SFN-mediated induction of keratin 16 partly depends on
NRF2, the induction of keratin 17 is NRF2-independent [53]. Since
topical and oral CBD have been used by EBS patients with promising
results [22,54] our results provide a mechanistic explanation and sup-
port CBD as a promising option for the prevention of the pathological
skin fragility occurring in EBS and for improving wound closure.
Regarding the safety used of BACH1 inhibitors, long-term BACH1
deficiency and associated sustained HMOX1 upregulation in Bach1−/−
mice did not show any detrimental effect under normal conditions [55],
which suggest that acute BACH1 inhibition would not have any sys-
temic deteriorative effect under such conditions.
In summary our study demonstrates for the first time a biochemical
target for CBD and provides a scientific rationale for its use as a
treatment for some skin conditions. Furthermore, recent reports have
highlighted the potential value of BACH1 as a therapeutic target in
cancer [45,56,57], and thus our study also opens the door for new lines
of investigation focused on the potential value of CBD as a cancer
therapeutic drug.
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A B S T R A C T
The skin is the largest organ of the body and has a complex and very active structure that contributes to
homeostasis and provides the first line defense against injury and infection. In the past few years it has become
evident that the endocannabinoid system (ECS) plays a relevant role in healthy and diseased skin. Specifically,
we review how the dysregulation of ECS has been associated to dermatological disorders such as atopic der-
matitis, psoriasis, scleroderma and skin cancer. Therefore, the druggability of the ECS could open new research
avenues for the treatment of the pathologies mentioned. Numerous studies have reported that phytocannabi-
noids and their biological analogues modulate a complex network pharmacology involved in the modulation of
ECS, focusing on classical cannabinoid receptors, transient receptor potential channels (TRPs), and peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs). The combined targeting of several end-points seems critical to provide
better chances of therapeutically success, in sharp contrast to the one-disease-one-target dogma that permeates
current drug discovery campaigns.
1. Topical use of Cannabis sativa. A historical perspective
The early medical history of Cannabis is confusing and con-
troversial, since difficulties in nomenclatural and transcription plague
its identification in ancient texts of materia medica. Medicinal properties
associated to a fiber plant could be diagnostic for Cannabis, but, in
principle, they might also refer to flax (Linum usitatissumum L.). The
distinction is sometimes difficult, not to mention the unconfirmed oc-
currence of trace amounts of cannabinoids in flax [1], and many in-
dications remain, in any case, cryptic [2]. This is true even for the
Chinese medicinal literature, the richest one of potential references to
the uses of Cannabis because of the role of China as a domestication hub
for the plant [3]. Despite these limitations, topical uses associated to
bona fide Cannabis preparations can be identified in the ancient medical
literature [2]. Many of these uses are related to the antibacterial ac-
tivity of Cannabis [4], whose flower heads (presumably female) were
mixed up with honey and applied on wounds [2,4]. Honey has anti-
bacterial properties related to its high contents of sugars, and this os-
motic antibacterial mechanism could have been complemented by the
more specific antibiotic activity of cannabinoids. In the nineteen fifties,
topical preparations of cannabinoids were, indeed, developed in
Eastern Europe as non-allergenic skin antiseptic agents [5]. In anti-
quity, Cannabis was also mixed with fats and applied as a cataplasm to
treat skin excrescences (possibly tumors in the modern medical lan-
guage), bruises, and pain [2,6]. Although cannabinoids show anticancer
activity against various malignant cells as well as anti-inflammatory
and analgesic properties [7], these uses are mentioned for both the
cannabinoid-rich flowerheads and the cannabinoid-devoid roots,
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undermining the association of these beneficial effects to specific con-
stituents of the plant [6]. The most controversial topical uses of Can-
nabis are probably those related to the Holy Oil of the Bible, whose
composition contains a plant referred to as kaneh bosem. It has been
suggested that kaneh bosem refers to Cannabis and not to sweet flag
(Acorus calamus L.) or lemon grass (Cymbopogon citratus D.C. Stapf) as
currently reported in the modern translation of the Bible [8]. The Holy
Oil had both a ritual and a medical use, and is also mentioned in the
New Testament as a healing balm (Marc, 16:13; James 5:14), with no
association, however, to the treatment of a specific disease.
Overall, the historical record does not provide inspiring clues for the
topical modulation of the endocannabinoid system (ECS) in the skin
using Cannabis preparations. Some convergences are even paradoxical,
like the ones in the Medieval Persian and Chinese records on the ben-
eficial effect of Cannabis leaves on alopecia [9], since CB1 activation
inhibits human hair shaft elongation and promotes its involution [10],
while CB1-antagonists promote hair growth [11].
With the notable exception of the effect of cannabis on juvenile
epilepsy [12], these considerations are not at all surprising, since the
modern medicinal uses of Cannabis were the results of reverse phar-
macology, based on the observation of beneficial effects associated to
the recreational use of marijuana [2]. There are indeed many claims
from medicinal marijuana users that topical Cannabis as a massage oil
or as balm can improve skin disorders (eczema, psoriasis, pruritus,
contact dermatitis), and treat severe cases of skin infection. In the lack
of controlled clinical trials, these claims are of course unsubstantiated,
but there is indeed the possibility that topical cannabinoids might exert
beneficial effects, and we have critically reviewed data from in vitro and
animal studies that could support, or question, developments in this
area.
2. The endocannabinoid system of the skin
The first modern medical study on C. sativa dates from 1832 [13],
but knowledge on the bioactive constituents of the plant and on the
existence of the endocannabinoid system (ECS) are more recent, and
can be traced back to the seminal characterization of the psychoactive
principle of the plant (Δ9-tetrahydrocannabinol, Δ9-THC), reported in
1964 [14]. Later, the main G protein-coupled membrane cannabinoid
receptors, designated cannabinoid type 1 receptor (CB1) and cannabi-
noid type 2 receptor (CB2) were cloned and identified [15,16]. The ECS
also comprises the cannabinoids synthesized endogenously by many
organisms (endocannabinoids), which are produced on demand from
membrane lipids, and the enzymes responsible for their synthesis,
transport and degradation. The most studied endocannabinoids are
anandamide (N-arachidonoylethanolamine; AEA) and 2-arachido-
noylglycerol (2-AG) [17,18] and, although they mainly exert their
physiological effects via CB1 and CB2, other cell surface and nuclear
receptors have also been implicated in cannabinoid signaling (TRPV1,
5-HT, PPARγ, PPARα) [19,20]. AEA synthesis is mediated by phos-
pholipase D while 2-AG is synthesized by the action of diacylglycerol
lipase (DAGL) [21,22]. The endocannabinoid degradation is mainly
carried out by two enzymes, fatty acid amide hydrolase (FAAH) and
monoacylglycerol lipase (MAGL) [23] (Fig. 1).
The ECS is involved in multiple biological functions, such as
learning and memory, ingestion, pain perception, neuroprotection and
immune response, among others [24]. Regarding cannabinoid receptors
distribution, CB1 was initially described in the central nervous system
(CNS), but was later discovered also in other tissues such as liver,
muscle, endothelium and adipose tissue [25,26]. Conversely, the ex-
pression of CB2 was originally believed to be limited to immune cells
[16]. On the other hand, further research has shown that the ECS is
present also in peripheral tissues. Thus, both cannabinoid receptors as
well as the two main endocannabinoids (AEA and 2-AG) and the en-
zymes responsible for their metabolism are present in healthy and
diseased skin [10,27–29].
The skin is the largest organ of the body and has a complex and very
active structure that contributes to body homeostasis. ECS is involved in
cutaneous function by regulating, among others, cell growth, differ-
entiation and survival [30], immune and inflammatory responses
[31–33], and sensory phenomena [34]. Therefore, dysregulation of the
ECS could be involved in skin disease, and has been shown to be altered
in pathological conditions of the skin like those associated to fibrosis or
allergic contact dermatitis [28,35].
Both CB1 and CB2 were described in human and mouse skin and
dermal appendages with uniform in different body areas. In normal
human and mouse skin, the cannabinoid receptors are predominantly
distributed in suprabasal layers of the epidermis, hair follicles and
sporadic regions of the basal layer [27]. At the cellular level, normal
human epidermal keratinocytes and immortalized HaCaT human ker-
atinocytes were found to express CB1, and that seemingly plays a role in
epidermal differentiation [36]. Moreover, CB1 and CB2 are both dis-
tributed in human keratinocytes as well as in hair follicles and sebac-
eous glands. CB1 is localized in keratinocytes from the stratum spi-
nosum and granulosum and also in differentiated sebaceous cells,
epithelial cells of the infundibulum and inner root sheet of hair follicles.
On the other hand, CB2 is expressed in basal keratinocytes and un-
differentiated sebaceous cells and undifferentiated infundibular hair
follicle cells [29]. The expression of CB1 and CB2 has also been con-
firmed in melanocytes [37], dermal fibroblasts [28] and myoepithelial
cells of eccrine sweat glands [29].
The skin contains a dense network of nervous and vascular struc-
tures, and CB1 and CB2 were also identified in skin nerve fibers with a
similar distribution profile. Both receptors were immunodetected in
large myelinated nerve fiber bundles of the reticular dermis, small
unmyelinated nerves of the papillary dermis, and epidermal nerve fi-
bers [29], and the presence and function of cannabinoid receptors has
been additionally demonstrated in vascular endothelium [25,38].
Moreover, pre-adipocytes and mature adipocytes are also present in the
subcutaneous layer, and have been shown to express functional CB1 and
CB2 receptors [39].
Different types of skin cells can synthesize AEA and 2AG. In this
sense, a fully functional ECS has been shown in keratinocytes [36],
melanocytes [37] and fibroblasts [40,41]. Indeed, low expression of
FAAH is detected through suprabasal layers of the epidermis, the outer
root sheath of hair follicles, and in skin sebaceous glands [42].
As mentioned above, additional mechanisms are involved in ECS
signaling, including receptors such as Transient Receptor Potential
Vanilloid-1 (TRPV1) and Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARγ). TRPV1 immunoreactivity was described in various
cells of human skin. Thus, vanilloid receptors are highly expressed in
epidermal basal keratinocytes and, to a lesser extent, in suprabasal
keratinocytes. In addition, Langerhans cells, endothelial and vascular
smooth muscle cells, sebocytes and sweat gland epithelium were also
reported to express TRPV1. Conversely, dermal fibroblasts and mela-
nocytes did not show TRPV1 immunoreactivity [43], while the pre-
sence of TRPV1 receptors was further described in epidermal and sub-
epidermal fibers [44]. Within other cell types, the expression of PPARγ
was reported in fibroblasts [45], keratinocytes [46], melanocytes [47]
and sebocytes [48].
The skin is the primary barrier to the external environment and has
its own immune system comprising both innate and adaptive immune
cells. This immune cell network is composed of resident and homing
immune cells, and includes dendritic cells, macrophages, mast cells,
and B- and T cells. In addition, certain skin cell populations, like ker-
atinocytes or fibroblasts, also interact and cooperate with the immune
function [49]. Therefore, the role of the ECS on immune regulation
supports its local therapeutic effects in the skin. CB1 and CB2 have been
found in mast cells and macrophages present in the skin [29] but also
their expression in T and B cells is well documented [50]. Although
both receptors are involved in immune cells regulation, most of the
immune functions of the ECS are mediated by CB2, given the prevailing
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expression of the CB2 gene in immune tissues [50].
Therefore, the abundance of ECS elements in the skin and appen-
dages, as well as in nerve fibers and in resident and infiltrating immune
cell populations, provides a rationale for evaluating the therapeutic
potential of cannabinoids in different skin disorders.
3. Other skin receptors targeted by cannabinoids (TRPs channels)
Transient receptor potential (TRP) channels are cation-permeable
channels with six transmembrane segments (S1-S6) and a hydrophilic
loop, which forms the ion-conducting pore, located between S5 and S6
transmembrane segments. The intracellular domains, with the carboxyl
and amino terminal ends, are the most variable regions within TRP
channels. The members of this family are grouped into 6 subfamilies,
according to amino acid sequence homology: TRPC (canonical), TRPV
(vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankyrin), TRPP (polycystin) and
TRPML (mucolipin) [51–53] (Fig. 1).
TRP channels are activated by various physical, chemical and
thermal stimuli, acting as cellular sensors and allowing the non-selec-
tive entry of cations into the cytoplasm [54]. TRP channels are ex-
pressed in sensory neurons and also in non-neuronal cell types, and
their activation causes various effects, such as changes in membrane
potential, ion influx, and alteration of enzymatic activity [55]. It is
important to highlight the key role played by these channels in the
peripheral and central processing of pain, itching and thermal sensa-
tion, whose activation serve as a protective function against harmful
agents which are sometimes perceived through their contact with the
skin [56–58]. In this sense, multiple studies have demonstrated that
TRP channel modulators are a promising strategy for alleviating pain
and itch [59–62].
TRP channels play an important role in the regulation of cutaneous
functions and their expression has been identified in sensory nerve
endings and other skin cells such as keratinocytes, mast cells,
Langerhans cells, dermal immune cells, melanocytes, sebocytes, and
hair follicle root sheath and bulge [43,63–65]. Under physiological
conditions, TRP channels are involved in the formation and main-
tenance of the skin barrier, cell growth, cell differentiation and cuta-
neous immunological and inflammatory processes. For example, TRPV1
activation inhibits lipid synthesis in keratinocytes, promoting the
alteration of the epithelial barrier, while TRPV1 antagonists accelerated
its recovery [52]. Curiously, the opposite effect was observed with
TRPV4, with agonists and antagonists accelerating and delaying, re-
spectively, skin barrier recovery [66]. Indeed, TRPV4 activation fa-
vored the development and maturation of cell-cell junctions in kerati-
nocytes [67]. Furthermore, the topical administration of TRPA1 and
TRPM8 agonists improved the recovery of epidermal permeability and
epidermal proliferation after barrier insults [68,69]. Likewise, the
TRPV3 channel is involved in skin barrier homeostasis because it reg-
ulates the transglutaminases activity required for keratinocyte cornifi-
cation [70]. In addition, TRPV1 and TRPA1 activation were related to
the production and release of pro-inflammatory mediators in kerati-
nocytes, including IL-1α, IL-1β, IL-8 and prostaglandin E2 [64,71]. Si-
milarly, TRPV1 mediates an inflammatory response that has been ob-
served after UV irradiation in mouse epidermal keratinocytes [72].
Since the discovery that AEA had the ability to activate TRPV1
channels on primary sensory neurons, numerous studies have shown
the link between the ECS and the TRP channels [73]. Other en-
docannabinoids such as N-arachidonoyl-serotonin, NADA and en-
dogenous monoacylglycerols act as endogenous TRPV1 modulators
[74–77]. Similarly, some phytocannabinoids have been shown to in-
teract and regulate the activity of the TRPA1, TRPV2, TRPV3 and
TRPM8 channels, exerting some of their therapeutic effects through
them [78,79]. Thus, there is a general agreement that the effects of
cannabinoids in the skin are not only dependent on CB1 and CB2 acti-
vation, but also on several TRP channels, that can be activated or in-
hibited by natural or synthetic cannabinoids. For example, it has been
demonstrated that high concentrations of AEA and Δ9-THC are able to
induce the release of the vasodilatory and pro-inflammatory neuro-
peptide calcitonin gene-related peptide (CGRP) in mouse skin by
TRPV1 channel activation [80]. Likewise, AEA was able to promote
apoptosis in human epidermal melanocytes through the mediation of
this receptor [37].
4. The endocannabinoid system in hair follicle
The hair follicle (HF) is a characteristic mammalian organ with
important function on survival and reproductive success for some spe-
cies. The HF has a high regeneration potential and, with the exception
Fig. 1. The endocannabinoid system of the skin. Schematic representation of the key elements (main cannabinoid receptors and their endogenous lipid ligands) of the
endocannabinoid system in cellular compartments of the skin.
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of the pigmentary unit, is very resistant to aging. The pilosebaceous
unit, an important skin structure in thermoregulation and environ-
mental protection, is formed by the HF, the sebaceous gland, the
apocrine sweat gland and the erector pili muscle [81]. The HF is peri-
odically regenerated during the hair growth cycle which consist of three
different phases: a rapid and energy-consuming growth phase (anagen),
a cell apoptosis regression phase (catagen) and a quiescent period
(telogen) during which the HF prepares for the next cycle [82] (Fig. 2).
The HF has been described as a neuroendocrine organ and is the
target as well as the source of multiple neuromediators [82]. The re-
levance of endocannabinoids as neuroendocrine modulators is well
established [83], and some studies have provided solid evidence for a
role for the ECS on HF regulation. Although the expression of CB2 was
described in undifferentiated infundibular hair follicle cells [29], only
CB1 (but not CB2) immunoreactivity was found in the HF epithelium of
the outer root sheet [84]. Moreover, the expression of CB1 in the HF is
dependent on the hair cycle and is upregulated during catagen [84].
The activation of CB1 on human HFs by endogenous (AEA) or exo-
genous (Δ9-THC) ligands inhibited hair shaft elongation, and the hair
matrix keratinocytes proliferation was paralleled by a corresponding
increase of keratinocytes apoptosis in the epithelial hair bulb, overall
inducing HF catagen. These observations are in line with preliminary
data that show the presence of AEA and 2-AG in the HF [84], with AEA
negatively regulating growth and inducing cell death in epidermal
keratinocytes and human skin organ cultures via a CB1- and a sub-
sequent TRPV1-dependent mechanism [30]. In principle, CB1 antago-
nists could therefore promote hair growth, and a study was done on the
effect of the CB1 antagonist Rimonabant and a close analogue on hair
growth. Modest effects on hair growth were observed with the
analogue, but not with Rimonabant itself [11], and further research is
needed to critically evaluate the potential CB1 antagonists as hair
growth stimulators.
The effect of TRPV1 stimulation on hair growth has also been in-
vestigated. TRPV1-expression is restricted to the HF epithelium, and
significantly increases when HF undergoes catagen. Capsaicin activa-
tion of TRPV1 inhibited hair shaft elongation through the reduction of
matrix keratinocytes proliferation and apoptosis upregulation [85].
Despite their share of some ligands, the ECS and the endovanilloid
systems seem to act independently, and their modulation is therefore
expected to produce synergic rather than additive effects on hair
growth [84].
Sebaceous glands contribute to HF function, and have been sug-
gested to participate in initiating or accelerating HF damage [86]. The
loss of sebaceous glands, and an increase in the sebaceous gland area
associated with their multilobulation, has been described in different
types of alopecia [86,87]. In fact, cultured outer root sheath cells,
derma papilla cells and organ culture hair growth were negatively af-
fected by nevus sebaceous sebocyte conditioned medium, and sebac-
eous gland hamartomas presented as hairless patches [88]. Low AEA
concentration influenced the sebaceous gland to induce lipid produc-
tion, while high concentrations increased sebocyte apoptosis via CB2-
coupled MAPK signaling [89]. Conversely, CBD showed a sebostatic
effect by inhibiting MAPK activation through TRPV4 agonism [90].
The hair cycle is influenced by mast cell location and granulation
status via their secretagogue stimulation of premature anagen and de-
granulation inhibitor-induced catagen delay [91,92]. CB1 and CB2 are
expressed in various mast cell lines and cannabinoids exposure to mast
cells results in the activation of key signaling pathways. Blockade of
Fig. 2. The endocannabinoid system in hair follicle. Diagram representing the role and consequences of the endocannabinoid system on hair follicle function.
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CB1 signaling has been reported to increase degranulation of human
mucosal and connective tissue sheet-derived mast cells without af-
fecting their proliferation in situ, while CB1 knockdown significantly
upregulates mast cell number and degranulation [93,94]. However,
stimulation with a CB1 agonist did not affect mast cell number or
granulation status, suggesting that continuous CB1 constitutive stimu-
lation by endocannabinoids in scalp HFs is required to maintain mast
cell number and activation at a low baseline level [94]. Activation of
CB2 has been shown to reduce mast cell degranulation in vivo [95,96].
However, CB2 activation did not affect mast cell degranulation in vitro,
suggesting that the effect of CB2 agonists in vivo could be attributed to
an indirect mechanism on mast cells [96].
Taken together, these studies show that the modulation of the ECS
has a profound effect on HF as well on other elements of the pilose-
baceous unit, but the exploitation of this pharmacological potential for
the management of hair growth disorders requires further work.
5. Infection and immunity
Skin is the first defence barrier against physical and chemical agents
as well as microbial pathogens. In this sense, dermis, epidermis and
immune cells act in a coordinated way to protect our body. Skin asso-
ciated lymphoid tissue (SALT) was first described by Streilen in 1978,
and it is formed by keratinocytes, Langerhans cells, T lymphocyte,
melanocytes, macrophages and mast cells [97]. This tissue is capable of
triggering an immune response when skin is exposed to pathogens,
showing that skin is not merely a physical barrier but also part of im-
mune system. Several studies have demonstrated the important role of
the ECS in immune response, although many aspects of its activity re-
main unclear [98–101]. It has been reported that CB1 and CB2 receptors
are expressed in the most important components of the immune system,
with levels of CB2 being higher than those of CB1 receptor [50]. Also
other SALT components express cannabinoid receptors, furthering the
link between ECS and immune system [27,29,36].
CB1 modulates pro-inflammatory cytokines in keratinocytes, as
shown by the increased release of CXCL10 and CCL8 by hapten-specific
T-cells in a model of contact allergic inflammation lacking CB1-receptor
[102]. Other chemokines are also modulated by the ECS. Thus, AEA
decreased TNF-α, IL-12 p40, IL-12 p70 and IL-23 levels in immortalized
human keratinocytes (HaCaT) as well as in normal human keratinocytes
(NHEK) cells activated by IFNγ. Likewise, AEA caused a decrease of
IFNγ and IL-17 production in cocultures of Th1 and Th17 lymphocytes
plus keratinocytes, and this effect was prevented by a selective CB1
antagonist [33]. All these observations support a protecting role for CB1
against excess T-cell inflammatory response in keratinocytes [103].
Mast cells are SALT constituent involved in skin disorder triggered
by inflammatory stimuli produced by serine proteinases, histamine,
lipid-derived mediators, cytokines, chemokines and growth factors and
immune cells activation [104]. Topical treatment with a CB1 agonist on
the back skin of hairless mice with atopic dermatitis induced by ox-
azolone caused a decrease in mast cell infiltration in skin and histamine
inhibition in blood. Conversely, CB1 receptor inhibition produced an
increase in the number of these cells. Taken together, these results
suggest mast cells maturation and function are regulated by ECS [105].
Other studies have associated the ECS to other immune cells of the
skin such as lymphocytes, dendritic cells and macrophages. Thus, CB2
receptor suppression impaired the generation of splenic memory T cells,
peritoneal B cells and intestinal natural killer lymphocytes in mice
[106]. Furthermore, AEA, 2-AG, FAAH, CB1 and CB2 receptor expres-
sion have been detected in resting and differentiated dendritic cells
[107]. Dendritic cells were recruited during innate immune response by
2-AG intradermal injection, acting as chemoattractant in vivo [108].
Finally, AEA and 2-AG could increase LPS-induced NO, PGE2 and IL-6
release in macrophages through CB2 activation, while. 2-AG generated
PGE2 which participates in the positive modulation of iNOS and COX-2
induction [109].
Altogether, these studies indicate the importance of ECS in the
modulation of immune system, but the role of phytocannabinoids
during microbial infection is still controversial. Several studies support
the idea that cannabinoids suppress the immune response. It has been
observed that marijuana smoking produced a lower defence against
Staphylococcus aureus in the lungs [110]. Δ9-THC also reduced CD4
lymphocyte and promoted HIV replication [111], while Δ9-THC and
AEA exerted an immunosuppressive activity via CB2 receptor [112].
Conversely, it has also been suggested that cannabinoids promote the
elimination of infectious agents because of their antimicrobial activity
[4]. Remarkably, CB1 knockout mice were unable to develop LPS-in-
duced fever and the secretion of proinflammatory cytokines [113].
In summary, evidence exists that the ECS strongly affects the skin
immune system. Pharmaceutical approaches targeting the ECS are
therefore a promising strategy for the management of immunity-related
skin disorders.
6. The endocannabinoid system and skin disorders
6.1. Atopic dermatitis
Atopic dermatitis (AD) is a common chronic inflammatory skin
disease with a multifactorial pathophysiology that involves skin barrier
function, the cutaneous microbiota as well as genetic, environmental,
and immunological alterations. The first line treatment of AD is based
on topical therapies with corticosteroids or calcineurin inhibitors.
However, systemic therapies including cyclosporine, methotrexate, or
mycophenolate mofetil are necessary for severe AD forms [114]. Po-
tential treatments and targets for AD include controlling epidermal
barrier function alterations, targeting the AD associated Th2 differ-
entiation, blocking IgE binding and reducing mast cells and histamine
release, among others [115]. In this context, pharmacological manip-
ulation of the ECS could represent an interesting approach to modulate
inflammation and immunity, as well as epidermal barrier function.
The epidermal barrier of the stratum corneum consists of flattened
cells that represent the final stage of keratinocyte differentiation (cor-
neocytes). Epidermal keratinocyte differentiation is defective in AD,
allowing the penetration of allergens and their subsequent interaction
with dendritic cells [116]. Several lines of evidence indicate that the
ECS plays a role also in the regulation of human epidermal homeostasis.
For example, AEA has reduced human keratinocyte growth and induced
cell apoptosis in vitro and in vivo through CB1 and TRPV1 receptors
[30]. Moreover, treatment with AEA reduced keratinocyte differentia-
tion in vitro by a CB1-dependent mechanism, while differentiated ker-
atinocytes caused up-regulated FAAH levels and AEA uptake [36]. Mice
with global CB1 deletion, or specifically lacking CB1 in keratinocytes,
exhibited enhanced contact hypersensitivity and delayed epidermal
barrier repair in a mouse model of AD. In addition, CB1−/− keratino-
cytes released higher levels of thymic stromal lymphopoietin, an im-
portant mediator in Th2 differentiation during AD development, high-
lighting the role of CB1 receptors in epidermal homeostasis and
inflammation in AD [117]. Similarly, CB1 knock-out mice showed a
delay in both barrier recovery and epidermal differentiation and ex-
hibited increased epidermal keratinocyte proliferation whereas CB2
knock-out improved barrier recovery and epidermal differentiation and
decreased proliferation. This suggests a positive impact of CB1 activa-
tion and a detrimental effect of CB2 signaling for pathologies char-
acterized by an abnormally differentiated epidermis with altered epi-
dermal permeability barrier function [118]. In this sense, the topical
application of the CB1 receptor agonist α-oleoyl oleoylamine serinol
accelerated epidermal barrier recovery and reduced inflammation in
acute and chronic models of AD [119]. The role of the ECS on epi-
dermal homeostasis is also supported by the changes observed in can-
nabinoid receptor expression during keratinocyte differentiation [36].
Besides the effects on keratinocyte function and epidermal barrier,
the ECS has been also described to exert immunonodulatory activities
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in allergic contact dermatitis models. Mice lacking both CB1 and CB2
receptors, or independently treated with either CB1 or CB2 receptor
antagonists showed exacerbated cutaneous allergic inflammation in the
DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenzene) model of allergic dermatitis, sup-
porting a role of both receptors in this disease. In the same study, FAAH
deficient mice presenting higher levels of endocannabinoids were also
protected against DNFB-induced allergic inflammation. Moreover, sys-
temic and topical administration of 9Δ-THC reduced cutaneous hy-
persensitivity in this model while the CB2 specific agonist HU-308 in-
creased the allergic response [120]. However, a subsequent study based
on topical treatment with 9Δ-THC reduced allergic and inflammatory
phenomena in wild type and CB1 or CB2 knockout mice, suggesting the
involvement of other receptors, like TRPA1, GPR55 or PPARs [102]. In
stimulated HaCaT keratinocytes, cannabidiol (CBD) has been reported
to inhibit the production of MCP-2, a chemokine involved in the in-
flammatory pathway underlying contact allergic dermatitis, and this
effect seems to be mediated by CB1 and TRPV1 receptors [121]. In
addition, repeated administration of the CB2 receptor inverse agonist
JTE-907 reduced the spontaneous scratching behavior of mice devel-
oping chronic dermatitis, probably by an indirect mechanism [122].
Palmitoylethanolamide (PEA), an endogenous fatty acid amide be-
longing to the same chemical class of AEA but lacking cannabinoid
receptor ligand activity, has also been reported to show skin anti-in-
flammatory activity. Thus, PEA could reduce MCP-2 production in vitro,
while systemic treatment with PEA inhibited DNFB-induced ear in-
flammation by a TRPV1 mediated mechanism in a mouse model that
mimics the early phase of contact dermatitis [123]. In the late stage of
allergic contact dermatitis, treatment with PEA was shown to reduce
skin thickness, mast cell infiltration and scratching behavior by a me-
chanism involving CB2 activation [124].
The connection between the ECS and cutaneous immunity is evi-
dent, and represent a therapeutic approach for skin diseases [35,125].
The immunological hallmark of AD is a Th1/Th2 imbalance toward Th2
cells differentiation during the initial phase of inflammation, while Th1
cells are increased in chronic dermatitis [126]. Δ9-THC has been shown
to regulate human T cell activation and shift the balance of cytokines
and the differentiation status of activated T cells in favor of a Th2 cy-
tokine response through CB2 activation [127]. Similarly, it was de-
scribed that AEA induced a dose-dependent reduction of human T cell
proliferation, significantly suppressing the release of various cytokines.
AEA-Induced immunosuppression was CB2-dependent, and similar re-
sults were obtained with the CB2 selective agonist JWH-015, whose
activity was blocked by SR144528, a CB2 antagonist [128]. Although
CB2 expression in immune cells is higher and most of the anti-in-
flammatory and immunomodulatory effects seem to be CB2-mediated,
CB1 receptor may also influence T cells function [129]. Activation of
CB1 and CB2 induced a short decrease in cAMP followed by a sustained
cAMP increase that is responsible for inhibiting T cell activation and
proliferation [125,130]. Moreover, increased levels of IL-4 in the skin of
mice with atopic dermatitis were normalized after treatment with a CB1
agonist [119].
Differentiation of Th2 cells also influences keratinocytes through
the release of different cytokines such as IL-4 and IL-13. These cytokines
destabilize cutaneous barrier function by suppressing the expression of
keratins, filaggrin and desmosomal cadherins [131]. Therefore, tar-
geted manipulation of the ECS during the different phases of AD could
be beneficial in controlling the inflammatory and immune responses
and the subsequent changes in keratinocytes, with an overall beneficial
effect on the preservation of the epidermal barrier function (Fig. 3).
6.2. Psoriasis
Psoriasis is a chronic skin disease whose pathogenesis involves hy-
perkeratotic plaques usually localized at the scalp, elbows, knees and
buttock, and characterized by skin inflammatory infiltrates, epidermal
hyperplasia, and dysregulated keratinocytes differentiation as well as
hypervascularity in the dermis [132]. The molecular mechanism(s)
involved in psoriasis are not completely understood, but the disease
involves different immune cells, including dendritic cells, Th1 and Th17
lymphocytes interacting with keratinocytes. Psoriasis can be explained
by immune dysregulation toward Th1/Th17 differentiation, that plays a
critical role in the development of the disease [133]. In most cases,
psoriasis develops in a mild to moderate form, and its current man-
agement includes topical treatments as the first choice, and photo-
therapy, systemic agents or the combination of different therapeutic
categories for the advanced cases [134].
The use of cannabinoids for the treatment of psoriasis is based on
the anti-inflammatory and anti-angiogenic properties of some of these
compounds. Thus, JWH-133, a synthetic CB2 cannabinoid with anti-
angiogenic activity in vitro and in vivo [132], could reduce skin tumor
vascularization and decreased expression of proangiogenic factors [27],
and CB2 agonists were also shown to attenuate, in a dose‐dependent
manner, vascular smooth muscle proliferation and migration promoted
by TNFα [135]. Cannabinoids suppress inflammation by different me-
chanisms, including pro-apoptotic effects on immune cells, reduction of
cell proliferation, modulation of cytokine production, and induction of
T-regulatory cells [136]. Furthermore, cannabinoids also exerts differ-
ential effects on the control of keratinocytes proliferation and differ-
entiation [30,36,118], as discussed in 6.1, while psoriatic skin expres-
sion of PPARγ is decreased, and topical administration of PPARγ
agonists reduced epidermal hyperplasia in organ culture, transplant
mouse models, and patients with chronic psoriasis [46].
The activity of the ECS on human keratinocyte growth and differ-
entiation includes mechanism(s) CB1- and CB2-dependent and in-
dependent as well as TRPV1 and PPARγ receptors, and their ability to
target inflammation and angiogenesis support a potential role for can-
nabinoids in the treatment of psoriasis (Fig. 3).
6.3. Fibrotic disorders
Systemic sclerosis (SSc) or scleroderma is an autoimmune multi-
organic complex connective tissue disease associated with high mor-
tality [137]. SSc patients fall into two clinical forms: limited cutaneous
(lcSSc) and diffuse cutaneous systemic sclerosis (dcSSc). The lcSSc form
is characterized by the involvement mainly of the skin and the pre-
dominance of vascular complications over fibrosis. The damage to in-
ternal organs occurs later and is less severe. On the other hand, the
dcSSc is the most severe form of the disease and involves extensive skin
fibrosis, accompanied by the involvement of internal organs such as the
lungs, kidneys and esophagus, among others [138]. Although the pa-
thophysiology of the disease in not completely understood, it is known
that SSc is the result of three main pathological processes: [1] innate
and adaptive immune response that promotes the production of auto-
antibodies, [2] microvascular endothelial cell damage and [3] fibro-
blast dysfunction leading to excessive accumulation of collagen and
other elements of the extracellular matrix contributing to fibrosis, that
is the hallmark of SSc [138].
The main feature of SSc is the hardening of the skin, and the ECS has
been identified throughout different cell populations in both mouse and
human [28,39]. The ECS plays a role in all the critical processes in-
volved in the development of SSc, from angiogenesis [10] to cellular
differentiation and apoptosis [28,36], metabolism and immune func-
tion [127,139].
Cannabinoids exert immunosuppressive and anti-inflammatory ac-
tivity on the immune system. A misbalance between Th1/Th2 polar-
ization biased toward Th2 differentiation has been described in SSc
[140]. In addition, Th17 cells are more frequent in SSc patients than in
healthy controls [141], and cannabinoids were shown to modulate the
development of Th phenotypes [127]. In this sense, CB2 activation re-
duced Th17 differentiation and consequently inhibited fibrogenesis in a
mouse model of liver fibrosis [139]. Macrophage and mast cell de-
granulation also represents an important source of profibrotic factors
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during fibrosis [142,143], and activation of mast cells was prevented by
CB1 blockade [93], whereas selective CB2 agonists reduced mast cell
degranulation in vivo [96].
The ECS also regulates vascular endothelium function. CB2 agonists
have been described to modulate endothelial cell activation and
downregulate the expression of cell adhesion molecules such as
Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) and Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1) [144]. On the other hand, CB1 agonists reduced
endothelial cell proliferation and migration induced by PDGF [145].
Moreover, the endocannabinoids AEA and virodhamine showed va-
sorelaxant activity via cannabinoid receptor dependent and in-
dependent mechanisms [146,147].
The antifibrotic effects of some cannabinoids could be attributed to
different signaling pathways, both dependent and independent of can-
nabinoid receptors. The fibroblast resistance to apoptosis is a char-
acteristic feature in SSc [148]. In this context, CBD has been reported to
promote the apoptosis of activated hepatic stellate cells, the main ef-
fector cells during hepatic fibrogenesis. The antifibrotic effect of CBD
was induced by endoplasmic reticulum stress in a CB1- and CB2-in-
dependent mechanism [149]. High concentrations of AEA also induced
necrosis of hepatic stellate cells, but not of normal hepatocytes [150].
Moreover, treatment with WIN 55,212-2, a synthetic cannabinoid with
agonistic activity for both cannabinoid receptors, increased SSc fibro-
blast apoptosis without affecting healthy fibroblasts, and this effect was
not reverted in the presence of selective cannabinoid receptor antago-
nists [28].
It is important to remark that both cannabinoid receptors are
overexpressed in SSc fibroblast, and that they have shown opposite
effects on fibrosis development [28]. CB1 deficient mice were protected
against experimental fibrosis by an indirect mechanism through the
reduction of leukocyte infiltrates in the skin [151]. The inflammatory
infiltrate release different cytokines, like IL-4 and IL-13, which promote
the synthesis of collagen by fibroblasts [140]. Blocking CB1 would be
beneficial in the early stages of SSc where inflammation is a pre-
dominant phenomenon and consistently, CB1 inactivation did not re-
duce inflammation-independent fibrosis in TSK-1 mice. Accordingly,
the activation of CB1 exacerbated mouse experimental fibrosis induced
by bleomycin (BLM) [151], and FAAH knockout mice with higher levels
of endocannabinoids were more susceptible to BLM-induced fibrosis via
CB1 activation [40]. Moreover, SSc fibroblasts showed decreased levels
of FAAH [40]. On the contrary, CB2 activation was described to protect
against fibrosis and reduced inflammatory infiltrates in experimental
models of SSc. Thus, treatment with JWH-133 inhibited fibroblast
proliferation, immune reaction as well as the subsequent skin and
pulmonary fibrosis caused by hypochlorous acid administration [152],
and also reduced BLM-induced dermal fibrosis [153]. Moreover, it has
been shown that JWH-133 reverses pre-existing fibrosis in cirrhotic rats
[154]. VCE-004.8 and ajulemic acid, which behave as dual agonists of
PPARγ and CB2, prevented the development of fibrosis in vivo in two
complementary models of BLM-induced SSc [95,155]. Indeed, VCE-
004.8 antifibrotic effect was partially abrogated by blocking either CB2
or PPARγ receptors [95], and these results are in agreement with other
studies showing that genetic and pharmacological inhibition of CB2
increases susceptibility to skin fibrosis [153].
The effect on PPARγ could also explain the antifibrotic potential of
various cannabinoids, such as AEA, ajulemic acid or VCE-004.8
[20,28,95,156,157]. PPARγ has immunomodulating activity, inhibiting
T cell proliferation [158], reducing Th17 differentiation [159,160], and
promoting Treg differentiation [161]. Furthermore, PPARγ ligands
were reported to increase B cell apoptosis [162] and modulate macro-
phage differentiation and cytokine production [162–166]. In addition
to the effects on the immune system, PPARγ has also been described to
negatively regulate TGFβ-induced collagen synthesis by competing for
the transcriptional coactivator p300 [167]. Accordingly, SSc fibroblasts
showed reduced PPARγ expression and PPARγ ligands normalized its
expression levels, attenuating fibroblast activation and differentiation
[168]. In addition, many PPARγ agonists, including cannabinoids, were
shown to reduce inflammation and prevent fibrosis in different mouse
models of SSc [155,157,169].
The ECS regulates many functions through mechanisms dependent
and independent of CB1 and CB2 receptors. These effects include the
control of inflammation, modulation the innate and adaptive immune
response and participation in vascular function and fibrogenesis. Taken
together activation of CB2 and PPARγ receptors and CB1 blockade by
cannabinoids are postulated as very attractive therapeutic options for
SSc (Fig. 3).
6.4. Skin cancer
Skin cancer comprises non-melanoma skin cancer (NMSC) and
melanoma, are among the most common types of malignancies in
white-skinned populations. Melanoma, the deadliest form of skin
cancer, is originated from the malignant transformation of melanocytes,
which are the cells responsible for pigmentation and photoprotection
[170]. Australia, North America and Europe are the regions with the
greatest melanoma incidence and mortality rates [171]. In fact, in
2018, it has been estimated that 91,270 new cases and 9320 deaths are
expected to be diagnosed in the United States [172]. Ultraviolet ra-
diation exposure is the greatest environmental risk factor for melanoma
development, accounting for the increase in its incidence over the past
several decades [173].
The use of cannabinoids as palliative agents in cancer patients is
known, since they have been shown to be effective for pain inhibition,
appetite stimulation and reduction of chemotherapy-induced nausea
and vomiting [174]. Additionally, changes in circulating plasma levels
of endocannabinoids have been found in metastatic melanoma mouse
Fig. 3. Potential ECS pharmacological targets for the treatment of skin diseases. Key references are indicated.
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models as well as in patients with metastatic melanoma, suggesting a
correlation between the ECS and melanoma progression [175]. It has
been reported that melanoma cells express CB1 and CB2 cannabinoid
receptors [176]. The absence of CB1 and CB2 receptors has resulted in a
decrease in UVB-induced inflammation and skin carcinogenesis. These
results suggest that these receptors are necessary for the induction of
the pro-inflammatory cascade-dependent tumor development in re-
sponse to UVB [177].
Immunotherapy is the most effective therapeutic modality of mel-
anoma and, although the ECS plays a role on immunoregulation, there
are not clear evidence about the immunotherapeutic use of cannabi-
noids for skin cancer treatment. However, according to numerous stu-
dies, there is increasing evidence that cannabinoids and en-
docannabinoids are potential anticancer agents because of their ability
to inhibit tumor growth and progression of several types of cancers,
including melanoma [178–181]. However, there is controversy in the
antitumor role played by cannabinoids and the ECS in cancer because
their immunomodulatory effects can suppress anti-tumor immune re-
sponse in some cellular contexts [182,183]. Some cannabinoids might,
paradoxically, even increase the proliferation of cancer cells, promoting
tumor progression [184].
Synthetic cannabinoids, phytocannabinoids, and endocannabinoids
are currently investigated as potential therapeutics for skin cancer. In
melanoma cells, dual CB1/CB2 receptor agonists such as Δ9-THC and
WIN-55, 212-2 exerted anti-proliferative effects due to cell cycle arrest
at the G1/S transition, an effect mediated by p-Akt inhibition.
Furthermore, the administration of a CB1 agonist was able to reduce
notably the tumor volume and the number of metastatic nodules in
melanoma mouse model [176]. In another study it has been demon-
strated that Δ9-THC leads to cell death by autophagy in both in vitro and
in vivo models of skin cancer. Indeed, Δ9-THC-induced autophagy and
cell death was prevented by the co-treatment with chloroquine and
knockdown of Atg7 [185]. In accordance with these observations, sti-
mulation with WIN-55, 212-2 and JWH-133 of the tumorigenic epi-
dermal cell lines PDV.C57 and HaCa4 decreased their viability and
induced apoptosis, and treatment with these cannabinoids reduced the
size of blood vessels and the expression of proangiogenic factor (VEGF,
placental growth factor and angiopoietin 2) in a melanoma xenograft
mouse model [27]. Furthermore, CB2 activation by JWH-133 decreased
adhesion and transmigration of melanoma cells through blood-brain
barrier, suggesting the ability of this cannabinoid to prevent brain
metastasis [186]. These antitumor effects have also been described for
endocannabinoids like AEA, which are cytotoxic to A375 melanoma
cells and JWF2 keratinocytes, an effect mediated by cyclooxygenase-2
and lipoxygenases-derived products and the activation of CB1 and
GPR55 [187–189]. In another study AEA induced endoplasmic re-
ticulum stress and apoptosis in NMSC. Nevertheless, these effects were
not mediated by cannabinoid and TRPV1 receptors [190]. Similarly,
PEA is an endogenous ligand associated with the ECS, which exerts its
effects without binding to the CB1 and CB2 receptors. Increased PEA
levels through direct administration, or by the inhibition of its FAAH-
mediated hydrolysis, promoted cell death and decreased tumor pro-
gression in melanoma in both in vitro and in vivo models [191].
Overall, cellular and animal model studies have shown the potential
of cannabinoids for the treatment of cancer, and modulation of the ECS
has emerged as a most promising strategy for the reduction of skin
cancer progression. There is, however, a lack of preclinical and clinical
studies robust enough to obtain conclusive evidences in this area
[192–194] (Fig. 3).
7. TRPs targeting
The involvement of TRPs in the development of specific skin dis-
eases combines with their role to generate pain and itching, making this
class of ion channels attractive targets for dermatological conditions.
Cannabinoids and endocannabinoids gate at least five distinct TRP
channels [195], and the co-expression of cannabinoid receptors and
TRPVs suggests that functional interaction between the en-
docannabinoid and the endovanilloid systems is important for skin
health. Dual agents capable to modulate both ECS targets and TRPs
have therefore the potential to correct the pathological consequences of
an imbalances between the two systems, as suggested by a study on an
in vitro model of allergic contact dermatitis (ACD), where the anti-in-
flammatory activity of CBD in HaCaT cells was antagonized by selective
CB2 and TRPV1 antagonists [121]. Several natural phytocannabinoids
can target both ECS and TRPs end-points. Thus, CBD, Δ9-THCA, Δ9-
THC, CBG and their lower homologues (CBDV, THCV, CBGV) activate
and desensitize TRPV1, cannabichromene (CBC), CBD, Δ9-THC and
cannabinol (CBN) are potent, non-covalent activators of TRPA1, and
CBG and THCV inhibit TRPM8. Remarkably, Cannabis extracts con-
taining a variety of different cannabinoids consistently outperformed
single purified cannabinoids, suggesting a synergic activity within the
“cannabinome” present in the plant extracts [196]. In many cases,
potent activity was also observed for the acidic precursors of the can-
nabinoids, the native form in which these compounds occur in cannabis
[196].
Cannabinoids can attenuate cutaneous neurogenic inflammation by
inhibiting CGRP release, and treatment with the synthetic cannabinoid
agonist WIN 55,212-2 could inhibit CGRP exocytosis induced by cap-
saicin [197,198]. Cannabinoids can also exert genomic effects on TRPs,
as shown for CBD, that could increase the expression of TRPV2 and
stimulate its translocation to the cell membrane, with an overall in-
crease of the TRPV2 tone [199]. On the other hand, TRPV2 antagonists,
rather than agonists, seems to be interesting for skin function, since the
blockage of this ion channel ameliorates wound healing by inhibiting
the release of TGF-β1 release and the differentiation of dermal fibro-
blasts [200]. The use of TRPV1-targeted cannabinoids could, in general,
be beneficial for skin diseases characterized by keratinocyte hyper-
proliferation, like psoriasis, as well as in keratinocyte-derived skin tu-
mors. In this sense, AEA could inhibit keratinocyte proliferation and
increase apoptosis in human keratinocytes through TRPV1 and CB1
pathway [30]. Both the histamine-independent and the histamine-in-
dependent scratching behavior requires TRPV1 and TRPA receptors
located in nerve endings [201,202], and it is likely that en-
docannabinoids inhibit it by modulating TRP channels. Also, of re-
levance is the observation that the endogenous endocannabinoid PEA
enhances 2-AG and exerts anti-inflammatory activity by down-
regulating the chemokine MCP-2, reducing DNFB-induced ear in-
flammation in an ACD model. This protective action is the result of an
increase of PEA levels mediated by the upregulation of TRPV1, as
shown by its reversion with a TRPV1 antagonist [123,203]. A sig-
nificant reduction of skin allergic wheal reactions was also observed in
a canine model of allergic dermatitis induced by hypersensitivity to
Ascaris suum after oral administration of PEA [204].
The anti-acne activity of CBD was traced to activation of TRPV4,
leading to interference with the ERK1/2 MAPK pathway. When assayed
in human sebocytes, CBD reduced lipid synthesis promoted by arachi-
donic- and linoleic acids, also decreasing their proliferation [90]. In
addition, in human SZ95 sebocytes, other phytocannabinoids (CBC,
THCV, and CBDV) could also inhibit sebaceous lipid production, re-
ducing proliferation and alleviating inflammation [205]. Compounds
targeting both TRPs and CBs have emerged as important lead structures
and drug candidates for the management of numerous skin diseases,
and the time seem rife for the clinical validation of the promising re-
sults observed in cell cultures and disease animal models.
8. Conclusions
In summary, the ECS plays an important role in the regulation of the
physiology of the skin, included the HF and the immune system. The
dysregulation of this system is linked to a wide variety of skin diseases.
Therefore, the research conducted to date suggest that the modulation
C.d. Río et al. Biochemical Pharmacology xxx (xxxx) xxx–xxx
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of the ECS could be a promising target for skin disorders treatment.
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